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,We are only seeking Man. We have no need of other worlds. We need mirrors. We don't know what to
do with other worlds. A single world, our own, suffices us; but we can't accept it for what it is. We are
searching for an ideal image of our own world: we go in quest of a planet, of a civilisation superior to our
own but developed on the basis of a prototype of our primeval past. At the same time, there is
something inside us which we don't like to face up to, from which we try to protect ourselves, but which
nevertheless remains, since we don't leave Earth in a state of primal innocence. We arrive here as we
are in reality, and when the page is turned and that reality is revealed to us — that part of our reality

which we would prefer to pass over in silence — then we don't like it any more.*

Stanistaw Lem, Solaris (1961)

Der Forschungsgruppe Mikrobiologie



VORWORT

Vorwort

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Anwendung molekularbiologischer
Stammvergleichstechniken in  der klinischen Mastitisepidemiologie. Die  Anwendung der
molekularbiologischen = Stammvergleichstechniken ermdglicht ein verbessertes Verstandnis der

Epidemiologie von Mastitiserregern auf Herdenebene und damit eine zielgerichtete Bekampfung von

Mastitiden auf Betriebsebene.

Dieser Arbeit liegen drei Publikationen in begutachteten deutsch- und englischsprachigen

Fachzeitschriften zugrunde.
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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1. Einleitung und Zielstellung

Mikroorganismen, die Mastitiden beim Rind verursachen, weisen unterschiedliche Habitate und
Pathogenitatsmechanismen auf. Einige dieser Erreger sind in der Umwelt der Tiere zu finden (wie z. B.
in der Einstreu), andere haben ihr Reservoir im Euter infizierter Tiere und werden hauptsachlich durch
den Melkvorgang iibertragen (KROMKER 2007). Somit erfordern unterschiedliche Erregergruppen
unterschiedliche Bekampfungsstrategien. Die mikrobiologische Mastitisdiagnostik ist demnach ein
grundlegender Baustein der Mastitisbekampfung. Die Methoden der mikrobiologischen Diagnostik sind
sehr vielfaltig und liefern nur dann brauchbare Informationen bei adaquaten Kosten, wenn die Methode
zielgerichtet gewahlt wird (WENTE et al. 2019b). Grundlegende Unterschiede zwischen den Methoden
ergeben sich bereits auf der Ebene der Probenahme (z. B. Viertelgemelksprobe, Tankmilchprobe) und
setzen sich bis hin zu der diagnostischen Tiefe fort (z. B. Erregergruppe, Spezies, Stamm). Die
Standarddiagnostik, die in den Mastitislaboren praktiziert wird, fuhrt maximal bis zur Speziesebene (DVG
2018) und liefert lediglich eine Aussage Uber das Vorhandensein eines Erregers, dem bestimmte
epidemiologische und pathogene Eigenschaften zugesprochen werden. Diese Eigenschaften sind
innerhalb einiger Spezies (wie z. B. Streptococcus uberis) jedoch nicht immer bestandig und kénnen
variieren. Dementsprechend ist die Mallnahmenfindung zu deren Bekampfung schwierig.

Die Mastitispravalenz in einem Milchviehbetrieb ist das Produkt aus Dauer der Infektionen und
Neuerkrankungsrate (DODD et al. 1969). Wahrend man die Dauer der Infektionen durch Therapie oder
Entfernung infizierter Tiere aus dem Betrieb verkirzt, senkt man die Neuerkrankungsrate vor allem durch
bessere (hygienische) Standards der taglichen Arbeit im Bereich Haltung, Fiitterung und Melken.
Ublicherweise geht man davon aus, dass wiederkehrende Mastitiden die Folge von persistierenden
Infektionen sind. Daten, die auf der Basis von Speziesnachweisen erstellt wurden, kénnen dabei zu
Fehlinterpretationen flihren, da eine Neuinfektion mit derselben Spezies zwangslaufig als eine
persistierende Infektion ausgelegt wird. Deshalb sind die Fragen zur Persistenz von Infektionen sowie
zum Ubertragungsverhalten und zur Rolle einzelner betrieblicher Bereiche von entscheidender
Bedeutung fiir die Pravention und die MaRnahmenfindung. Zusatzlich kann der Anteil der persistierenden
Infektionen aus der Gesamtheit aller wiederkehrenden Infektionen erregerspezifisch sein und somit
weitere Informationen Uber die epidemiologische Bedeutung eines Erregers innerhalb der Herde geben.
Diese fir die Mastitisbekampfung entscheidenden Fragen zur Persistenz von Infektionen sowie zum
Ubertragungsverhalten, kdnnen nur beantwortet werden, wenn (iber die herkdmmliche Mastitisdiagnostik
hinausgehende diagnostische Methoden wie molekularbiologische = Stammvergleichsmethoden

Anwendung finden.
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Molekularbiologische Stammvergleichsmethoden sind in der Standarddiagnostik aufgrund zusétzlicher
Ausstattung seitens des Labors, fehlender Erfahrung in der Ergebnisinterpretation und verhaltnismafig
hoher Kosten nicht etabliert. Sie kdnnen aber, durch die Untersuchung der genetischen Vielfalt der
vorliegenden Spezies, Informationen zu den gegenwartigen epidemiologischen Eigenschaften des
vorherrschenden Erregers innerhalb einer Herde liefern (ZADOKS und SCHUKKEN 2006). Weiterhin
kénnen diese Methoden angewandt werden um Reinfektionen derselben Spezies von persistierenden
Infektionen abgrenzen zu kénnen und um die Verbreitungswege der Mikroorganismen besser zu
verstehen (SCHUKKEN 2012). Zusatzlich konnen die Methoden gegebenenfalls dabei helfen den
Therapieerfolg und somit gleichermallen die Notwendigkeit der Verbesserung der Pravention von
Neuinfektionen besser einschatzen zu kénnen.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Anwendung der Stammvergleichstechniken zur Beantwortung einiger
Fragestellungen zur Infektionsdynamik boviner Mastitiserreger auf Herdenebene. Dabei sollen folgende,

fr die Mastitisbekdampfung maRgebende, Thesen geprift werden:

- Thesel:
Streptococcus (S.) uberis ist ein umweltassoziierter Mastitiserreger, verbesserte Hygiene im
Liege- und Laufbereich der Tiere kann helfen die durch den Erreger verursachten Mastitiden zu
reduzieren. Flr diese Untersuchung sollen S. uberis Isolate klinischer Mastitiden mit solchen aus
der Umwelt der Tiere verglichen werden. S. uberis ist einer der bedeutendsten Erreger boviner
Mastitiden, dessen epidemiologische Eigenschaften als inkonsistent gelten und der deshalb
bislang nicht immer eindeutig einem Ursprung aus der Umwelt der Tiere oder einer Ubertragung
von Tier zu Tier zugesprochen werden konnte (BASEGGIO et al. 1997, PHUEKTES et al. 2001,
ZADOKS et al., 2001, DAVIES et al. 2016).

- These ll:
Bei wiederkehrenden klinischen Mastitiden handelt es sich haufig um Neuinfektionen. Bei dieser
Untersuchung soll unter Anwendung molekularbiologischer Stammvergleichstechniken ermittelt
werden, wie haufig klinische Folgeerkrankungen von Mastitiden auf persistierende Infektionen
von Drisenvierteln zurlickzuflihren sind. Dafiir sollen Isolate aus aufeinanderfolgenden
klinischen Mastitiden gesammelt und bei Folgenachweis derselben Spezies auf Stammebene
verglichen werden. Wenn die These angenommen wird, dann ist eine Reduzierung der
antibiotischen Therapie maglich, da der Erreger weder persistierend noch resistent ist.
Demzufolge sollte der Fokus auf die Umfeld-Hygiene gerichtet werden um Neuinfektionen zu
vermeiden, oder auch auf das Immunsystem der Kuh, um Neuinfektionen anderweitig zu

verhindern.
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These Il

Anhand der aus den Untersuchungen erworbenen Daten soll schlief3lich eine dritte These, dass
Stammvergleichsmethoden bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen einen Beitrag zur
Entscheidungsfindung in deren Bekampfungsstrategie leisten konnen (DAVIES 2016), gepriift

werden.
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ABSTRACT

Bovine clinical mastitis quarter foremilk samples
were collected from 15 German dairy farms for the iso-
lation of Streplococeus uberis strains. Samples were also
collected from the & spots where Streplococcus uberis
was most expected in the dairy environment to investi-
gale the transmission behavior of Streptococcus uberis
within the farm. The selected environmental spots for
sampling were the inner surface of the milking liner,
drinking troughs (on pasture and in the barn), exit area
of milking parlor, bedding material from the lying area
in the barn, passageway to pasture, lying area ol soil
or vegelation on pasture, and the barn area in [ront
of the milking parlor. We performed pulsed-field gel
electrophoresis on 237 Streptococcus uberis isolates to
identify environmental strains that matched those from
mastitis milk. The same strains were detected on the
passageway to the pasture, milking parlor waiting area,
in one of the liners, and a drinking trough. Streptococ-
cus uberis strains showed high variability within farms
and becanse identical strains (in mastitis milk and
environment) were found in different environmental
localizations, its transmission appears to be farm spe-
cific. Thus, to establish a farm-specific mastitis control
strategy, the main environmental sources ol Streptococ-
cus uberis must be analyzed for matching strains. A
molecular method such as pulsed-field gel electrophore-
sis is an important tool that can be used to obtain the
necessary information.

Key words:  Slreplococcus — uberis,
environmental, strain typing, epidemiology

mastitis,

Received March 23, 2019.
Accepted June 16, 2019,
*Corresponding author: volker kroemker@hs-hannover.de

INTRODUCTION

Bovine mastitis causes huge financial losses and is
spread by cow-associated and environmental patho-
gens. Studies conducted over several decades have
shown the value of preventive methods, which have
led to a reduction in the mastitis prevalence caused
by cow-associated pathogens (e.g., Staphylococcus au-
reus, Streplococeus agolactioe) and that are transferred
primarily during milking {Bramley and Dodd, 1984;
Hillerton et al., 1995; Leigh, 1999; Hillerton and Booth,
2018). In contrast, the environmental pathogens (e.g.,
Strep. uberis, coliform bacteria) have come into focus as
the most [requently found mastitis-causing pathogens
(Smith and Hogan, 1993; Bey ct al., 2004; Klaas and
Zadoks, 2018). Mastitis caused by these pathogens is,
unfortunately, less manageable despite the implementa-
tion of a 5-point plan developed in 1984 by Bramley
and Dodd (Leigh, 1999) because infection of the mam-
mary gland takes place mainly outside the milking pro-
cedure. Habitat is the source of infection in the dairy
environment (e.g., bedding material, feces). However,
some of these straing may behave like cow-associated
pathogens and appear to be transmitted mainly during
milking (Leigh, 1999; Zadoks et al., 2003; McDougall
ol al., 2004).

Streptococeus uberis, the most [requently found and
difficult-to-handle environmental pathogen, causes
acute clinical and recurrent mastitis (Bramley and
Dodd, 1984; Todhunter et al, 1995) and colonizes
within cows and their environment (Kruze and Bram-
ley, 1982; Wendt et al., 1994; Krémker, 2007). This
bacterium can lead to a spectrum of mastitis cases,
ranging [rom mild to severe. Its infection rate is in-
[uenced not only by environmental exposure but also
by the efficiency of the host response to the bacterial
challenge. Moreover, it is misleading to classify Strep.
wheris as an environmental pathogen because it also has
cow-associated transmission characteristics. The latter

9360
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ENVIRONMENTAL SOURCES OF STREPTOCOCCUS UBERIS

makes it necessary to analyze the type of transmission
(environmental /cow-associated) for an appropriate
control strategy.

Streptococcus uberis has previously been isolated from
cows’ skin, lips, tonsils, respiratory tract, rumen, teat
skin and canal, udder, rectum, and feces, Transmission
via mucosae of the digestive tract and feces appears to
be the most frequent route of distribution within the
dairy environment. This bacterium has also been iso-
lated from pasture and the indoor environment (Bram-
ley, 1982; Hejlicek, 1994; Wendt et al., 1994; Kromker,
2007; Paduch et al., 2013). Streptococcus uberis is shown
to produce biofilms (Crowley et al., 2011, Schonborn et
al., 2017) and capsules (Matthews and Oliver, 1093;
Coffey et al., 2006) and invade mammary gland cells
{(Matthews et al., 1994). Its persistence within the ud-
der, which can lead to a chronic infection of the mam-
mary gland, is due to its ability to resist phagocytosis
{Thomas et al., 1994) and withstand intracellular de-
struction by leukoeytes (Leigh et al., 1990). This special
condition can transform environment-associated Sirep.
uberis into a cow-associated pathogen (Baseggio et al.,
1997; Phuektes et al., 2001). All of these characteristics
make Strep. wberis mastitis difficult to control, even
when only a few strains are detected within a farm.
Although the presence of a small variety of Strep. uberis
strains in one farm raises suspicion of its cow-associated
contagious nature, it could also result from some pre-
dominant strains being prevalent in environmental
places (hotspots). Therefore, in this study, we sampled
the most-frequented areas in the cows’ environment
within a farm, which potentially harbor a high number
of Strep. uberis strains (Lopez-Benavides et al., 2005),
to search for strains matching those previously found in
mastitis milk samples. Pryor et al. (2009) infected cows
with a mixture of environmental and mastitis strains to
observe the predominant constellation of strains that
remained in the mammary quarter. They found that
selection may take place within the mammary gland,
resulting in a single strain that is identified in the
diagnosis of mastitis. To our knowledge, this study is
the first to compare mastitis and environmental Strep.
uberis isolates within a farm. An understanding of
Strep. wberis sources in the cow’s environment would
help in discerning its mode of transmission and finding
the appropriate tactics to control Strep. uberis mastitis.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

Sixty-two farms in Lower Saxony (northern Germany)
participated in the present study, which was conducted

9361

between June 2014 and December 2015. The sample
collection time for each farm was 12 mo, and farmers
collected quarter foremilk samples for microbiclogical
analysis from cases of clinical mastitis. All isolates of
Strep. uberis obtained from these samples were col-
lected and stored. Only one case of mastitis caused by
Strep. uberis per cow, during the study, was taken into
account so that no isolates of persistent mastitis were
used repeatedly. All farms having at least 5 identified
Strep. uwberis clinical mastitis cases within a year were
chosen and visited by trained researchers for collection
of environmental samples at specified locations. We
sampled the environment close to the time when we
identified the fifth Strep. uberis mastitis case on a farm
but continued collecting mastitis isolates until the end
of the year. Then, Strep. uberis isolates from environ-
mental samples taken at 8 locations were compared,
using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), with
those previously isolated from clinical mastitis cases.
Additionally, all bacteriologically identified Strep. uber-
is strains were confirmed as Strep. wberis by using PCR.

Selection of Farms

The present study on the epidemiology of Sirep.
uberis was a part of a project that focused on the com-
parison between pasture and indoor farming. Farms
with diverse access to pasture were chosen, with the
categorization of the pasture during the main cycle
(1), half-day pasture (2), vear-round stable keeping
and running or grazing (3), or all-year stable keeping
(4). The farms were selected based on their willing-
ness to participate in this project. The mean herd size
was 143 lactating cows (range: 62-620 cows; median:
117). At the start of the study, the average milk yield
at farm level ranged from 7,500 to 11,750 L/cow per
year (arithmetic mean: 9,437.4; median: 9,500.0). There
were no further specifications regarding udder health
parameters such as the incidence of clinical mastitis or
the spectrum of mastitis pathogens.

Collection of Milk Samples

In the case of clinical mastitis, quarter foremilk
samples were taken by the farmers, who were trained
by study staff veterinarian, according to the guidelines
of GVA (2000). The udder quarter was dry-cleaned
to remove particles and teat ends were disinfected
for about 15 s with disposable wipes saturated with
ethanol (70%). The first 3 milk streams were discarded
followed by milking into a sterile 13-mL sampling tube
containing a boric acid-based preserving agent (Ly—20;
Heeschen et al., 1969). The quarter foremilk samples

Journal of Dairy Science Vol. 102 No. 10, 2019
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Table 1. Sampling spots and techniques

WENTE ET AL.

Spot! (described by)

Applied sampling technique

Liner (Zadoks et al., 2003)

Inner liner surface was sampled by swabbing the wall in 2 rounds in the

upper barrel near the mouthpiece lip.

Drinking troughs (barn/pasture) (Dopfer et al., 2005;
Zadoks et al., 2005)

Exit area milking parlor (Lopez-Benavides et al., 2007)
Lying area pasture (Cullen and Little, 1969;

Daopfer et al., 2005; Zadoks et al., 2005)
Passageway to pasture (Lopez-Benavides et al., 2007)

Barn bedding material (Bramley, 1982;
Dépfer et al., 2005)

One template area of 20 em® was treated by double-swab technique at the
upper and outer edge of the drinking trough.

The surface layer of soil, ground vegetation, or mud was sampled from
the most by cows frequented ground area.

One cubicle was sampled at a distance of one-third of cubicle length from
the hind edge.

!One sample at each spot was taken: one liner for each farm was swabbed.

were sent, within 2 d, to the microbiology laboratory of
the University of Applied Sciences and Arts Hannover
(Germany) for microbiological analysis.

Collection of Environmental Samples

Based on a literature search, we selected locations
in the cows’ environment that show a high presence of
Strep. uberis. High cow traffic seems to be especially
associated with the presence of Strep. wheris. The envi-
ronmental samples were collected from different places
or possible hotspots within the animals’ environment.
These sites included the inner surface of the milking
liner, drinking troughs (inside), the exit area of the
milking parlor, bedding material from the lying area in
the barn, the passageway to the pasture, soil or vegeta-
tion from the pasture lying area, and drinking troughs
on pasture (outside) on those farms where cows had
access to pasture (Cullen and Little, 1969; Bramley,
1982; Zadoks et al., 2003, 2005; Dopfer et al., 2005;
Lopez-Benavides et al., 2005, 2007). The barn area in
front of the milking parlor was also sampled because it
had high cow traffic and because bacterial transmission
to the teat skin immediately before milking, as well as
milk leakage from individual animals, is considered a
possible route of infection. In every farm, each spot was
sampled once, although in farms with no pasture ac-
cess, samples from the passageway to the pasture, lying
area on pasture, and outside drinking trough were not
available. Different techniques were used to sample the
spots of interest (Table 1). The double-swab technique
was performed according to DIN10113-1 (Deutsches
Institut fiir Normung, 1997) to collect environmental
samples from the surfaces of the liners and drinking
troughs. The inner surfaces of the liners were sampled
by swabbing the walls in 2 rounds. For drinking troughs,
a sterile swab moistened with buffered peptone water
(pH 7.0) was rolled over the surface (template area of

Journal of Dairy Science Vol. 102 No. 10, 2019

20 sz) using moderate pressure in circular motions,
followed by rolling of a dry cotton swab in the same
manner. Both swabs were immersed in a sterile tube
with 2 mL of buffered peptone water; then, the sticks
of the swabs were broken off and discarded and the
tube was immediately closed. A sample of the ground
(minimum of 11 g) was collected from the barn area in
front of the milking parlor, the exit of the milking par-
lor, passageway to the pasture, and lying areas using
the hand in an inside-out sterile plastic bag. Further
specifications for the sampling procedures are listed in
Table 1. All environmental samples were transported
at 5 to 8°C within 8 h to the laboratory (University
of Applied Sciences and Arts Hannover, Germany) for
microbiclogical analyses.

Analysis of Milk Samples

About 10 pL, of well-mixed quarter foremilk sample
was plated, using a sterile inoculation loop, on one
quadrant of an esculin blood agar plate (Oxoid, Wesel,
Germany) and incubated under aerobic conditions at
37°C for 48 h. The colonies that grew on esculin blood
agar were primarily differentiated based on hemolysis
patterns, esculin hydrolysis, Gram status, and cell
morphology. The catalase reaction was also analyzed
and gram-positive, catalase-negative cocci were differ-
entiated by esculin hydrolysis. Esculin-positive colonies
were further examined using modified Rambach agar,
according to Watts et al. (1993), and phenol red agar
medium supplemented with 1% D-sorbitol (Odierno et
al., 2006). Gram-positive, esculin-positive, catalase-
negative, (-D-galactosidase-positive, and D-sorbitol-
positive cocci were identified as Strep. uberts.

Analysis of Environmental Samples

Surface samples were analyzed by mixing the tubes
containing swabs for 1 min using a Vortex Genie 2 (Sci-
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entific Industries, Bohemia, NY) and performing deci-
mal dilutions with Ringer’s solution (Merck, Darmstadt,
Germany). Around 11 g of a solid or pasty sample was
diluted with Ringer’s solution and mixed by Stomacher
(easyMIX, AES Chemunex/bioMérieus, Marcy I'Etcile,
France) for 1 min. To determine the amount of strepto-
cocci and streptococci-like microorganisms, we used the
spatula method according to DIN10192-5 (Deutsches
Institut fiir Normung, 1995) to plate the diluted suspen-
sions on Edwards modified medium supplemented with
colistin sulfate and oxolinic acid (EMCO; Sawant et al.,
2002). A maximum of 20 esculin-hydrolyzing colonies,
if available, were isolated and checked for catalase-neg-
ative, gram-positive cocci, in accordance with Dépfer
et al. (2005). The resulting colonies were subsequently
cultured in parallel on modified Rambach agar medium
to check for (3-D-galactosidase activity (Watts et al.,
1993) and on D-sorbitol agar to investigate D-sorbitol
reduction ability (Odierno et al., 2006). The resulting
presumptive Strep. uberis isolates were gram-positive,
esculin-positive, catalase-negative, (-D-galactosidase-
positive, and D-sorbitol-positive.

Storage of Isolates

The isolated microorganisms were cultured in brain
heart infusion broth at 37°C for 24 h, mixed with 20%
glycerin, and stored at —80°C until further investiga-
tion.

Molecular Analysis

The microbiologically identified Strep. uberis strains
were further confirmed by PCR. The PFGE strain typ-
ing method was used to compare Strep. uberis strains
of the environment with those from the mastitis milk
samples.

PCER. DNA was extracted using DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen, Venlo, the Netherlands), and PCR
for detection of Strep. wberis was performed using the
primer and temperature profile described by Riffon et
al. (2001). The reaction was carried out in a 25-pL
reaction mix, which consisted of 12.5 pL of ReadyMix
Taq PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich, Munich, Ger-
many), 20 pmol of primer mix, 5 pL: of template, and
5 uL of pure H;O (AppliChem, Darmstadt, Germany).
Amplification reactions were carried out in an Mx3005P
qPCR  System thermocycler (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). The PCR products were stained
directly with Midori Green Direct (Nippon Genetics
Europe GmbH, Diren, Germany) and separated in a
2% agarose gel at 100 V for 2.5 h.

PFGE. DNA was extracted with Bio-Rad CHEF
Genomic DNA Plug Kit (BioRad, Munich, Germany),
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according to the manufacturer’s instructions, and
digested with 20 U of Smal (New England Biolabs,
Frankfurt am Main, Germany) at 25°C for 2 h. Finally,
the plugs were washed with 1 mL of 0.5x Tris-borate-
EDTA (TBE) buffer (Roth, Karlsruhe, Germany) for
30 min at room temperature before being loaded on a
1% agarose gel. The fragments were separated using a
Clamped Homogeneous Electric Fields Dynamic Regu-
lation System, with a performing angle of 120° (CHEF-
DR II System, Bio-Rad), filled with 0.5x TBE buffer
continuously chilled to a temperature of 14°C. Pulse
timings of 1 to 15 s for 11.5 h and 15 to 45 s for 13.5 h
at 5 V/em (210 V), were applied. The PFGE gel was
stained with Midori Green Advanced solution (Nippon
Genetics FEurope GmbH) according to the manufac-
turer’s instruction and visualized by using the InGenius
gel documentation system (Syngene, Cambridge, UK).
Isolates that generated identical restriction patterns
were identified as identical strains.

RESULTS

Four of the original 62 farms could not be used for
evaluation because they either prematurely ceased to
participate (3) or could not provide milk samples for
examination (1). Seventeen farms had access to pasture
during the main cycle of vegetation, 17 farms had ac-
cess to half-day pasture (6 to 10 h), 13 farms used year-
round indoor housing with short-time access to pasture
(<6 h), and 15 farms used all-year indoor housing. A
total of 1,895 mastitis milk samples were analyzed, out
of which a minimum of 5 cows with clinical mastitis
caused by Strep. uberis were found in each of 15 farms
(farms A to O; Figure 1). A total of 134 mastitis iso-
lates from the 15 farms were used for the comparisons.
Six (farms B, D, K, L, M, and N} out of the 15 chosen
farms had access to pasture during the main cycle of
vegetation, 3 (farms A, G and O} were half-day pasture
farms, 4 (farms C, H, I and J) used year-round indoor
housing with short-time access to pasture, and 2 farms
(farm E and F') had no access to pasture.

All of the isolates used for PFGE analysis were previ-
ously confirmed as Strep. wberis by PCR. Analysis of
103 environmental Strep. uberis isolates from 15 farms
showed the following (Table 2). Streptococcus wberis
isolates were detected in the barn area in front of the
milking parlor in 8 farms (number of isolates): A (2}, D
(8), E (4), G (3), J (1), K (1), N (10) and O (4), and
on the passageway to the pasture in 8 farms: B (1), D
(4), G (4), H (1), K (&), L (1), M (2) and N (4), On
5 farms, Strep. wberis could be observed in the barn
drinking troughs: C (1), D (2), F (1), G (1) and K (1);
and 3 farms each had Strep. uberis isolates in the inner
surface of liners: C (11), E (4), F (1); the exit area of
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the milking parlor A (5), I (4), G (1); and the barn
bedding material: 15 (6); G (1}, N (6). In 2 farms, A
(1), K (1), the isolates of Strep. uberis were found on
pasture drinking troughs, and in 1 farm (farm I), Strep.
uberis isolates were not detected in the cows’ environ-
ment (Table 2). Overall, we collected 33 Strep. uberis
isolates [rom 8 farms in front of the milking parlor, and
PFGE results (Figure 2) indicated that 1 of the isolates
was identical to a strain isolated [rom a clinical mastitis
milk sample, both of them from the same farm. On the
passageway to pasture, we found 19 isolates in 8 farms,
where 2 isolates from 2 farms matched the mastitis
milk isolates. On 1 of the farms (farm K), we observed
that 1 isolate matched with 3 mastitis milk isolales
from 3 cows. In another farm (farm B}, 1 environmental
isolate matched with 2 mastitis milk isolates from 2
cows. We compared 16 isolates from the liners on 3
farms and found 1 isolate that matched 1 mastitis case
in 1 farm. One isolate from the drinking trough in the
barn was identical to 1 mastitis case within the same
farm (farm ). No matching strains were detected from
other areas (e.g., pasture drinking troughs, exit area of
the milking parlor, bedding material in the barn, and
s0il or ground vegetation of the grazing area). Identical
strains within different environmental spols were also
identified (Table 3). Strains from the wailing area in
front of the milking parlor matched the straing found
at the exit of the milking parlor (farms A and E),
from the bedding material in the barn strain (farm N),
and from the passageway to pasture (farms E and N).
Strains from the passageway to pasture also matched
those strains present in the exit of the milking parlor

WENTE ETAL.

{farm G) and in barn’s bedding material (farm N).
Two different strains isolated from the barn’s bedding
material matched with the strains from the passageway
to pasture (farm N). We did not detect any matching
isolates belween the [arms.

DISCUSSION

The aim of the present investigation was to describe
the predominant transmission model of Strep. uwberis
infection at the farm level by comparing Strep. uberis
strains from clinical mastitis samples and those from
typical environmental sources. Our study was based
on dillerent sampling and diagnostic methods, which
induces multiple methodical susceptibilities having an
influence on the results. We only examined samples
of eclinical mastitis cases to improve the chances of
finding relevant matching strains in the environment;
a previous study by Jayarao et al. (1993) found less
variely in strains [rom clinical mastilis than in those
from subclinical mastitis.  Clinical mastitis  milk
samples were collected over a period of 12 mo, result-
ing in a maximum of 1 yr between the first mastitis
milk isolate and the first environmental isolate. Nev-
ertheless, Todhunter et al. {1995) and Zadoks el al.
(2003) previeusly reported the duration ol infections
to be ag long as 370 and 309 d, respectively. We ad-
opted 2 different technigues for the isolation of Strep.
wherss from envirommental samples and milk samples.
The variety of different species in the environmental
samples required the use of selective media to prevent
contaminalion that could obscure essential colonies.

Dtotal number of isolates from mastitis samples

BEtotal number of isolates from environmental samples

mmatching isolates
30
25
.25
=2
< 20 18
.4
EIS 14 # 1 0
1
B : on [ 10 o 10
E 10 7
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Z g % 7
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# 11 ¢ 7 1
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Figure 1. Distribution of Streptococcus uberis isolates from 15 farms for strain typing.
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However, noncontaminated milk samples that usually
harbor up to 2 different colony types were cultured on
a nonselective medium. We chose the PFGE method
for strain typing because it has higher discriminatory
ability and can differentiate Strep. uberds strains better
than other typing methods (Gillespie and Oliver, 2004).
For the PFGE analysis, 1 cfu was taken out of one
milk sample, because isolates from a single milk sample
usually belong to the same strain (Oliver et al., 1998).
Pryor et al. (2009) infected cows with a mixture of 5
Strep. wberis strains, and 1 strain predominated in 7
out of 10 quarters. The sampling spots in the dairy en-
vironment were selected based on some previous studies
that found high numbers of Strep. uberis in the chosen
spots (Table 1). In addition, the barn area in front of
the milking parlor (i.e., the waiting area) was sampled.
This spot was selected because it had high cow traffic
but also that is could be involved in development of
infection because of its spatial and temporal proximity
to the zone of milking and potential for milk leakage
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from animals passing by. Liners were sampled to prove
the hypothesis of bacterial transmission during milking,
indicating the cow-associated contagious mode of the
pathogen (Smith and Hogan, 1993).

Streptococcus uberis isolates were detected in each
of the 8 environmental sampling spots, and strains
matching mastitis isolates were found in 4 spots (Table
2). This result supports the hypothesis that sources of
Strep, wheris are areas with high cow traffic but also
highlights the environmental character of Strep. uberis.
It is possible that these spots are the source of the
pathogens or, vice versa, were contaminated by mastitic
milk. Nevertheless, some isolates were detected in lin-
ers, with one matching a mastitis milk strain (Table 3;
farm C). This finding is in accordance with the results
of Zadoks et al. (2003), where Strep. uberis was found
in liners after Strep. uberis-infected animals had been
milked. A high bacterial load on the inner surface of the
liners increases the risk of transmission of Strep. uberis
strains during milking, which suggests a host-adapted

Table 2. Origin of Streptococcus uberis environmental isolates and matches to mastitis strains

No. of mastitis isolates
(matching environmental isolates),

No. of environmental isolates

Farm No. of strains isolated from milk samples (matching isolate to milk isclate) Sample origin
A 14/13 1 Drinking trough pasture
2 ‘Waiting area milking parlor
5 Exit milking parlor
B 7(2)/5 1 (1) Passageway to pasture
o} 9 (1)/7 11 (1) Liner
1(1) Drinking trough barn
D T/4 2 Drinking trough barn
8 ‘Waiting area milking parlor
4 Passageway to pasture
E 25 (1)/13 4 Liner
4 (1) ‘Waiting area milking parlor
4 Exit milking parlor
6 Bedding material barn
11/6 1 Liner
1 Drinking trough barn
G 6/4 1 Drinking trough barn
3 ‘Waiting area milking parlor
1 Exit milking parlor
4 Passageway to pasture
1 Bedding material barn
H 9/5 1 Passageway to pasture
2 Lying area pasture
I 10/7 i
J 6/3 1 ‘Waiting area milking parlor
K 7(3)/4 1 Drinking trough barn
1 Drinking trough pasture
1 ‘Waiting area milking parlor
4 (1) Passageway to pasture
L 4/4 1 Passageway to pasture
M 5/4 2 Passageway to pasture
N 8/6 10 ‘Waiting area milking parlor
4 Passageway to pasture
6 Bedding material barn
0] 6/2 4 ‘Waiting area milking parlor

'Some isolates belong to the same strain.
“No environmental Strep. wberis isolates found.
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Figure 2. Pulsed-field gel electrophoresis results. Lane 1: Lambda
PFC Ladder (48.5-1,018 kb; New England Biolabs, lpswich, MA}J;
lanes 2-4: farm K, strains from mastitis milk; lane 3: farm K, strain
from passageway to pasture; lanes 6, 7. farm B, strains from mastitis
milk; lane 8 farm B, strain from passageway to pasture; lane 9: farm
C, strain from mastitis milk; lanes 10, 11: farm C, strain from a liner
and from a drinking trough; lane 12: farm E, strain from mastitis
milk; lane 13: farm IS, sirain from the barn area in [ront of the milk-
ing parlor.

contagious mode ol the strain. The limited variety of
Strep, uberts mastitis strains within one farm could also
indicate the contagious hehavior of this pathogen. In
our study, we found one farm (farm O) that showed a
low variety of Strep. wberis straing in mastitis milk; 4
out of 6 isolates found on this farm were identical by
PFGE. Davies et al. {2016} lound a small subset of
Strep. uberis sequence types, which is thought to be im-
portant for cow-to-cow transmission because they were
found disproportionately frequently in clinical mastitis
cases. Zadoks et al. (2001) analyzed an outbreak of
Strep. uberts mastitis and suggested that contagious
transmission played a role in the outbreak. A predomi-
nant strain could be contagious as well as environmen-
tally transmitted from one hotspot in the environment.
On farm O, Strep. uberis isolates were found in only one
environmental spot (barn area in front of the milking
parlor), and none of them matched the mastitis strains.
This linding does not exclude the possibility of other
spols harboring Strep. wheris within this farm. It can
be deduced that single random sampling of each spot
is not sufficient to find a matching strain. Oliver et
al. (1998) reported Strep. uberis mastitis with identical
strains in non-outbreak situations, and Zadoks et al.
(2003) described Strep. uberis mastitis cases thal were
caused not by a variety of environmental strains but by

Journal of Dairy Science Vol. 102 No. 10, 2019

a predominant strain. Additionally, Pryor et al. (2009)
showed the ability ol a mastitis strain with pathogenic
attributes to predominate within the mammary gland.

In 5 out of 14 farms, similar strains could be found
in different environmental spots (Table 3). This con-
firmed that Strep. wuberis has the ability to transmit
between various spots and harbor different reservoirs
of infection. Zadoks et al. (2005) hypothesized that fe-
cal shedding plays a role in the maintenance of Strep.
wheris in the farm ecosystem. Passageways and waiting
arcas are rich in manure and slurry, which may splat-
ter onto the udder immediately before or directly after
milking (while cows wait in front of the parlor or exit
the parlor, respectively). Because the teat canals might
be open during this time, fecal contamination of the
udder and teat skin surface increases the possibility of
Strep. wberis invading the udder through the teat canal
(Krémker et al., 2014). We were able to find an isolate
on the passageway to pasture that matched mastitis
milk isolates on 2 farms of our study (B and K}; on one
of those farms (farm K), a. matching isolate was found
in 3 out of 7 mastitis cases.

In general, the highest number ol Strep. uberis envi-
ronmental isolates was detected in the wailing area in
front of the milking parlor (Table 3). This might be due
to milk leakage before milking and the presence of large
amounts of feces that might contain mastitis strains
and can splatter onto the udder from the ground or
foor. Liquids such as waste milk and cleaning walter,
which are sometimes discharged from the parlor floor
or pit via the waiting area, could also represent a mode
of transmission of this pathogen. Streplococcus uberis
strains were found in the milking parlor’s waiting area
and exit (farm A and 15}, the passageway to pasture
(farm N}, and the bedding material (farm E and N).
This indicates the possible relevance of the milking
parlor’s waiting arvea at the front as a source of mastitis
Strep. uberis straing and of the milking parlor for trans-
mission of Strep. wberis. Moreover, the area in front
ol the milking parlor appeared to be the link between
these spots. Another possible conneclion between the
spots could be the passageway to pasture, which had
matching isolates in the barn bedding material, milk-
ing parlor waiting area, and exit. We found no strains
matehing hetween the farms, which means each farm
harbored its own unique strains, in agreement with the
study by Douglas et al. (2000).

In summary, it is important to note that the con-
stellation of Strep. uberis-positive spots, the number of
matching strains in mastitis milk, and the variety of
the Strep. uberis strains varied among farms, indicating
that it might be useful to compare Strep. uberis mastitis
strains al the farm level to obtain a betier understanding
of transmission pathways. For example, farm A (with a
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Table 3. Identical strains of Streptococcus uberds within the environmental samples; some strains were found
in different locations in the environment and some isolates originating from the same location were found to

belong to the same strain

Farm Isolates/strains (no.)

Locations of identical strains'

am »

8/6 Waiting area milking parlor (a, a)
Exit milking parlor (a)
117 NP*®
12/7 Liner* (b)

Drinking trough barn® (b)
Liner (e, ¢)
Liner (d, d, d, d)

D 14/11

‘Waiting area milking parlor (e, e)

Waiting area milking parlor (f, f)
Passageway to the pasture (g, g)

E 18/13°

Liner (b, h)

‘Waiting area milking parlor (i)
Exit milking parlor (i)

‘Waiting area milking parlor (j)
Bedding material bam (j)
Bedding material bam (k, k, k)

1/1

ZErEaoD ae

20/12

2/2 NP
10/9 Exit milking parlor (1)
Passageway to the pasture (1)
3/2 Bedding material pasture (m, m)
No environmental isolates
1/1 NP
7/86° Passageway to the pasture (n, n)
NP

2/2 NP
‘Waiting area milking parlor (o, o, o, 0,)

‘Waiting area milking parlor (p, p)
‘Waiting area milking parlor (q)
Passageway to the pasture (q)
Bedding material bam (q)
‘Waiting area milking parlor (r)
Bedding material barn (r)
Passageway to the pasture (s)
Bedding material bamn (s)

0 4/(4) NP

'Each strain is named with a different lowercase letter.

*Matching with 2 milk isolates.
*Not performed.
“Matching with 1 milk isolate.

90ne isolate from barn area in front of the milking parlor matches with a milk isolate.

°One isclate from the passageway to the parlor matches with 3 milk sample isolates.

high variety of mastitis strains) and farm O (with a low
variety of mastitis strains) presented clearly different
transmission of Strep. wberis infections. Farm O kept a
more contagious and more adaptable strain than farm
A. Furthermore, the data show that Strep. uberis could
be found in each sampled spot but not in each farm at
the same constellation. That means, that in addition
to hygienic requirements for the farms, a more detailed
investigation might be necessary for mastitis control.
The importance of individual environmental locations
for the origin of Strep. uwberis infections of dairy cows
also differs from farm to farm.

However, because of the high effort required, molecu-
lar biological investigations by strain typing in the con-
text of mastitis control, except for research purposes,
will probably remain an exception. In practice, based

on our frequent identifications of Strep. wberis mastitis
strains, the hygiene of waiting areas in front of the
milking parlor, drinking troughs, and passageway to
the pasture should be the focus during udder health
work.

CONCLUSIONS

Streptococcus uberis was frequently detected, along
with some mastitis strains, in the dairy environment.
We verified that both environmental Sirep. wberis
strains and mastitis strains could be transmitted to
various spots in the environment of cows. This led to
the conclusion that the modes of transmission of Strep.
uberis include environmental sources in a contagious
pattern, indicating that Strep. uberis control strategies

Journal of Dairy Science Vol. 102 No. 10, 2019
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require approaches that address environmental as well
as contagious pathogens. Moreover, an individualized
Strep. uberis control strategy is needed for each farm.
Molecular methods such as PFGE are useful to screen
different Strep. wberis strains within a farm, thereby
supporting the development of an appropriate control
strategy.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Recurrent clinical mastitis contributes to around half of all infections having an economic impact in the dairy
Mastitis industry. It leads to milk yield reduction, increased risk of mortality, and culling, and may be caused by new

New infection
Unsuccessful therapy
Random amplified polymorphic DNA

infections or a persistent infection after previous treatment. Disease management is dependent on the infecting
species, necessitating accurate identification of the pathogen in the range of persistent and reinfection cases
among recurrent infections using culture and molecular biological analysis. Milk samples from diagnosed clinical
mastitis cases were collected from three Northern German dairy farms between 2011 and 2015. Totally, 2043
diagnosed mastitis cases were examined at quarter level (1598 (78.2 %) first and 445 (21.8 %) recurrent mastitis
cases in lactation). Among the recurrent cases, 145 (32.6 %) cases were confirmed to harbor the same pathogenic
species as previous infections. RAPD PCR confirmed the same species strain in 49 (11 %) of the recurrent
infections. The contribution of new infections as compared to persistent infections in cases of clinical mastitis is
clear from the data. Future studies in recurrent clinical mastitis control should be focused on influencing factors

to prevent new infections in addition to therapeutic intervention and bacteriological cure.

1. Introduction

Udder health in subclinical mastitis has increased in the modern era,
bringing more focus to clinical mastitis. Scrutiny is warranted in these
cases in contexts of animal welfare, reduction of antimicrobial usage
and interrupting the farm routine. German dairy herds report an almost
50 % rate of recurrent clinical mastitis (Picker, 2012; Zoche-Golob and
Spilke, 2013), leading to a reductive influence on the herd life of ani-
mals (Bar et al., 2008). Preestablished risk factors include parity, higher
milk production, known pathogenic species (Jamali cf al., 2018), a
previous infection, and infection pressure (Grieger ct al., 2014). Per-
sistent or novel infections leading to recurrent mastitis cannot be
clearly distinguished by standard diagnostic methods, although disease
management strategies differ considerably based on the nature of the
infection. Unsuccessful therapy is one of the causes of persistent in-
fection, e.g., low concentration of antimicrobial agent at a site of action
also favored by biofilms (Oliveira et al., 2006; Hpiby et al., 2011). In-
tracellular occurrence or growth of the pathogen (Shinji et al., 2011)
and protection by connective tissuc are other risk factors. Responses

* Corresponding author.
E-mail address: volker. kroemker@sund.ku.dk (V. Krémker).

https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2020. 108682

may include resistance testing, follow-up treatment or increased do-
sage, additional therapy or even culling. New infections, in comparison,
may stem from a different or same strain or species of the causative
agent of the pathogenic microorganism after achieving a bacteriological
cure of the previous mastitis. Hygienic animal husbandry should be
implemented in order to avoid new infections in these cases since pa-
thogenic elimination has been achieved. This discrimination is useful in
understanding recurrent mastitis. In order to expand the scarce
knowledge on this issue, this study aimed to analyze the distribution of
pathogens in persistent and new infection cases. The rates of these
microorganisms occurring in recurrent cases were assessed to identify
the frequency of pathogens persisting in the udder quarter and causing
recurrent mastitis. Microbial isolates were collected from the first and
all following mastitis cases on both host and quarter level. If the bac-
terial species was found to be the same in the first and subsequent in-
fections, a molecular biological typing method was applied to compare
the genetic fingerprint of the strains.

Received 2 February 2020; Received in revised form 2 April 2020; Accepled 4 April 2020

0378-1135/ © 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.
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2. Material and methods

Trained researchers aseptically collected quarter foremilk samples
from confirmed clinical mastitis cases from three Northern German
dairy farms as per the German Veterinary Association protocol {2009)
during a period from 2011 to 2015. Symptoms like milk clots, swelling
of the udder tissue, pain, and increased temperature were used to di-
agnose clinical mastitis cases. The samples were transported in a bor-
acic acid-based preservative to the laboratory of the University of
Applied Sciences and Arts Hannover (Hanover, Germany) for micro-
biological analysis within two days. Microbiological analysis was per-
formed as per the GVA {German Veterinary Association) {2009).10 pL
of each milk sample were streaked on one quadrant of an esculin blood
agar plate {Oxoid, Wesel, Germany). The plates were examined after 24
h and 48 h of incubation at 37 °C. The grown colonies were initially
differentiated by their hemolysis patterns, ability to hydrolyze esculin,
cell morphology and Gram status. Non-hemolytic Gram-positive cata-
lase positive cocci (3 % Hy0,, Merck, Darmstadt, Germany) were de-
fined as non-aureus staphylococci (NAS), such with § hemolysis were
further differentiated applying clumping factor test (DiaMondiaL Staph
Plus Kit, Sekisui Virotech, Russelsheim, Germany). Staphylococcus
{Staph.) aureus was clumping factor positive and NAS negative. Catalase
negative Gram-positive cocci which hydrolyzed esculin were sub-
cultivated on modified Rambach agar according to Watts et al. {1993)
to differentiate between Streptococcus (Strep.) uberis and Enterococcus
species. Esculin non-hydrolyzing Gram-positive, catalase negative cocci
were further differentiated via Lancefield serotyping (DiaMondial
Streptococcal Extraction Kit, Sekisui Virotech, Russelsheim, Germany)
and referred as Streptococcus (Strep.) agalactiae, Streptococcus (Strep.)
dysgelactiae and Streptococcus (Strep.) canis. Gram-positive irregular
rods with Y-shaped cell configuration were identified as Trueperella (T.)
pyogenes, if they were B-hemolytic and catalase and esculin negative.
Conversely, Gram-positive, non-hemolytic catalase positive irregular
rods were specified as coryneforms. Gram-negative rods were dis-
tinguished by their ability to catabolize glucose under aerobic and
anaerobic conditions (glucose supplemented oxidation-fermentation
test medium, Merck, Darmstadt, Germany) and cytochrome C oxidase
production (Bactident Oxidase, Merck, Darmstadt, Germany). Cyto-
chrome C oxidase negative rods fermenting glucose were subcultured
on Chromocult® Coliform Agar (Merck, Darmstadt, Germany) to dis-
tinguish Escherichia (E.)} coli and other coliforms. Non-motile other co-
liforms were reported as Klebsiella spp. Gram-negative, cytochrome C
oxidase positive bacteria which metabolized glucose oxidatively, were
defined as Pserdomonas spp. Yeasts and Prototheca were differentiated
through microscopy according to their specific cell morphology.

The samples were contaminated if more than two different colonies
were identified per plate, although Staph. aureus, Strep. dysgalactiae, and
T. pyogenes isolates were taken into account. One isolate from each
identified species per sample was stored at —80 °C in a medium com-
prising 80 % Brain Heart Infusion Broth (Merck, Darmstadt) and 20 %
glycerol until molecular analysis.

Recurrent mastitis was classified as repeated infection within one
lactation cycle at a minimum interval of 14 days, in the same host and
quarter, after a previous mastitis diagnosis (Barkema et al., 1998;
Dopfer et al.,, 1999; Schukken et al., 2010). If the same pathogen was
confirmed in the subsequent mastitis case as in the previous infection, a
Random Amplified Polymorphic DNA Polymerase Chain Reaction
{RAPD PCR) was carried out for the further discrimination of these
selected isolates.

Bacterial DNA was extracted using the High Pure PCR Template
Preparation Kit {Roche, Mannheim, Germany) as per the manu-
facturer’s instructions. RAPD PCR was carried out in a 25 pL reaction
volume containing 12.5 pL ReadyMix™ Tag PCR Reaction Mix (Sigma-
Aldrich, Munich, Germany), 20 pmol of primer {listed in Table 1), 5 uL
of the template, and water to make up the volume. Amplification was
performed in an Mx3005 P qPCR System {Agilent, Santa Clara,

Veterinary Microbiology 244 (202() 108682

California, USA), using previously published methods as described in
Table 1. RAPD PCR products were stained with MIDORI®™ Direct
{NIPPON Genetics Europe GmbH, Diiren, Germany) and separated on a
2 % agarose gel. Identical RAPD patterns of PCR products were defined
as the same strain.

A Chi-square (%) test was performed for statistical analyses, using
SPSS 25.0 (IBM SPSS 25.0.0.0., Armonk, USA). The results were defined
to be statistically significant below a p-value of 0.05.

3. Results and discussion

Of the 2043 mastitis cases recorded on a quarter level, 1598 were
first cases and 445 were recurrent cases within the same lactation cycle.
Among the recurrent cases, 145 had the same pathogenic species
compared to previous infections. RAPD PCR was utilized to confirm 49
{11 %) of all 445 recurrent cases to be the same pathogen strain as in
previous infection (Fig. 1). Since reinfection with the same strain is
possible, the number of identified persistent cases {same strain as pre-
vious case) can be generally lower than 11 %.

Table 2 describes the frequencies of different pathogens isolated
from mastitis milk samples; Strep. uberis was the most frequently iso-
lated pathogen, followed by E. coli, Staph. aureus, NAS, Strep. dysga-
lactiae, coliform bacteria other than E. coli, and T. pyogenes as the least
frequently isolated pathogen. The highest frequency of persistent in-
fections was recorded for T. pyogenes {37.5 %), although this is sub-
jected to bias owing to the small number of cases {two animals), fol-
lowed by Staph. aureus (29.0 %), E. coli (28.9 %), Strep. dysgelactiae
{25.0 %), while Strep. uberis had the lowest frequency of persistent in-
fections at 14.8 %. The contaminated samples were 10.9 % while 23.4
% did not show any growth.

The distribution of recurrent and persistent infections was statisti-
cally significant between all species, as revealed by chi-square () test
{p < 0.05). Some species showed more recurrence at the species level
compared to others, while some were more likely to cause persistent
infections. Similar to previous reports, Strep. uberis {Swinkels et al.,
2013) and Staph. aureus recorded the highest frequencies causing re-
current infections. The contagious Staph. aureus, as expected, showed
high persistence {29 % of recurrent Staph. aureus cases) and also the
highest recurrence (27 % out of all Staph. aureus cases). Strep. uberis
infections accounted for 14.8 % of persistent cases, and a high recur-
rence rate similar to Staph. aureus (24 % of all Strep. uberis cases).
Persistent infection was recorded for each third recurrent case with
Staph. aureus (same species as the previous case), while it was the se-
venth case for Strep. uberis {persistent). This indicates that the study
farms harbor a high number of different Strep. uberis strains showing
low persistence in the hosts’ udders but causing high recurrence,
probably due to their environmental origin (Wente et al., 2019). In-
fection with these pathogens may increase the hosts’ susceptibility to
novel infections with other pathogens. Additionally, of note is the fact
that some persistent cases belonged to the same host; for instance, five
Strep. uberis infected cows (rwo in their second, two in third, and one in
fourth lactation cycle) harbored a persistent infection with several
clinical episodes, and one E. coli infected cow (in the third lactation)
suffered from five persistent infections. Few animals in this study were
found with successive infections with the same strain (Table 2), with
most in a higher lactation cycle. Higher lactation cycles have been
previously correlated with higher susceptibility to mastitis (Pinzén-
Sdnchez and Ruegg, 2011). In light of this fact, it may be necessary to
scrutinize the mastitis history of these animals to decide whether this
therapy is worthy or not. Bar et al. (2008) found nearly the half of all
recurrent cases to be caused by the same pathogen as in the previous
infection, while the current study puts this proportion closer to one-
third. Several factors influence this proportion and may possibly in-
crease if the herd suffers from contagious mastitis. Microbial growth
was absent in 23.4 % of clinical mastitis cases. This may be due to
insufficient sample volume. Although 10 pL of the milk sample—as
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Table 1
Applied RAPD PCR —Primer.
RAPD-Primer Primer sequence 5-3° Sotree

Staph. aureus Primer C CGGGGGACTGTTGGGCGCCATCT Damiani et al., 1996
NAS Primer C CGGGGGACTGTTGGGCGCCATCT Damiani et al., 1996
Coliform bacteria 256 AACGCGCAAC Pacheo et al., 1996
E. coli 256 AACGCGCAAC Pacheo et al., 1996
Strep. uberis OPE 04 GTGACATGCC Gillespie et al., 1998
Swrep. dysgalactiae OPE 04 GTGACATGCC Gillespie et al., 1998
T. pyogenes Primer A CTGGCGGCTTG Hijazin et al., 2013

contaminated
11.5%

no growth
24.5%

different
species*
31.4%

same species

32.6%

Fig. 1. Occurrence of 445 (100 %) recurrent clinical mastitis cases.

*strain typing not performed.

Table 2

Distribution of the cases by species.

same straln
11.0%

.‘ different strain
14.8%

unknown*

6.8%

Species mastitis cases (%  first cases (%  recurrent cases (% Same species as in previous Same strain as in previous n.p.*** (% out of
of all cases} of all cases} of all cases} cases (% out of recurrent cases (% out of recurrent recurrent cases}
cases} cases)
Strep. uberis 592 (100 %) 450 (76 %) 142 (24 %) 88/142 (62 %)} 21/142° (14.8 %)} 24/142 (16.9 %)
E. coli 306 (100 %) 261 (85.3 %) 45 (14.7 %} 25/45 (556 %) 13/45° (28.9 %) 2/45 (4.4 %)
Staph. aurens 115 (100 %) 84 (73 %) 31 (27 %) 23/31 (74.2 %) 9/31° (29 %} 3/31 (9.7 %}
non — Siaph. aureus 69 (100 %) 61 (88.4 %) 8 (11.6 %) 1/8 (12.5 %} 0 0
staphylocoect
Strep. dysgalactiae 57 (100 %) 45 (79 %) 12 (21 %) 4/12 (33.3 %) 3/12 (25 %) 0
Coliform bacteria other than  54% (100 %) 4% (81.5 %)  10% (18.5 %) 3/10% (30 %) 0 0

E. cofi
T. pyogenes
no growth
contaminated**
others*
Total

36 (100 %)
479 (100 %)
222 (100 %)
113 (100 %)
2043 (100 %3

28 (77.8 %)
370 (77.2 %)
171 (77 %)
84 (74.3 %)
1598 (78.2 %)

8 (22.2 %)
109 {22.8 %)
51 (23 %)
29 (25.7 %)
445 {21.8 %)

4/8 (50 %)

3/89 (37.5 %)

1/8 (12.5 %)

*Bacillus spp., coryneforms, Enterocecciis spp., Pseudomonas spp., Prototheca, Yeasts, strain typing not performed; **more than two pathogens were isolated;
**¥q,p. =strain typing not performed; “Klebsiella spp. (n = 14); Mxtebsietla spp. (n = 12); “Klebsiella spp. (n = 2); “Klebsiella spp. @ = 0); *five cows had two cases
consecutively; Pone cow had five cases consecutively, one cow had two cases; “two cows had two cases consecutively; %one cow had two cases consecutively.

standard—was used for the culture, this limits the pathogen detection
in case of a low shedding {(Krémker et al, 2010), additionally the re-
duction of the colony forming units during the transport is possible.
Other pathogens, which do not grow under the chosen conditions (e. g.
Mycoplasma spp.), can provide a no growth result. Since methodological
choices can be important for the number of recurrent cases

encountered, this study followed the 14 day-interval between distinct
infections based on the udder quarters method. Time intervals of =3, 5,
7, or 14 days have been previously described in the literature (Barkema
et al., 1998; Dopfer et al., 1999; Bradley and Green, 2001; Gréhn et al.,
2004; Schukken et al., 2010). One isolate growth from milk samples
was taken for strain typing since Oliver et al. (1998) showed that Strep.
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uberis isolates from a single milk sample usually belong to the same
strain. The RAPD PCR method is frequently chosen for its suitability as
a molecular diagnostic tool for high throughput of isolates (Oliver et al.,
1998;Dopfer et al., 1999; Zadoks and Schukken, 2006). This method
does have a propensity for false results, since different amplified re-
gions in different bacterial genomes may have the same length that
would not be distinguishable from each other by RAPD PCR, and dif-
ferent species/strains may appear identical. However, the above results
found more different amplification patterns than identical, suggesting
this bias should not have severely influenced the final conclusions. In
the case of identified identical strains, reinfection with the same strain
cannot be ruled out, thus lowering the number of persistent cases than
reported numbers, mentioned previously in the results.

4. Conclusion

Overall, about one-third of all recurrent cases (145 of 445) were
caused by same species. The RAPD PCR results confirmed the frequency
of persistent recurrent infections with the same strain at 11 % {49 of
445). Persistence and recurrence vary by pathogenic agents. Pathogens,
such as Strep. uberis, may have high recurrence frequency but low
persistence frequency. In conclusion, the enforcement of preventive
methods to avoid new infections along with the improvement in
treatment regimens is necessary for effective disease management of
recurrent clinical mastitis.

Funding

This study was financially supported by the Steinbeis Research
Center Milk Science, Kirchlengern, Germany.

Declaration of Competing Interest

None.
Acknowledgements

‘We would like to thank the staff of the participating dairy farms
{milkers, herd managers and veterinarians) for their help in this study.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found, in the
online version, at doi:https://doi.org/10.1016/.vetmic.2020.108682.

References

Bar, D., Grohn, Y.T., Bennett, G., Gonzdlez, R.N., Hert, J.A., Schulte, H.F., Tauer, L.W.,
Welcome, F.L., Schukken, Y.H., 2008. Effects of repeated episodes of generic clinical
mastitis on mortality and culling in dairy cows. J. Dairy Sci. 91, 2196-2204, https://
dol.org/10.3168/)ds. 2007-0460.

Barkema, H-W., Schukken, Y.H., Lam, T.J., Beiboer, M.L., Wilmink, H., Benedictus, G.,
Brand, A., 1998. Incidence of clinical mastitis in dairy herds grouped in three cate-
gortes by bulk milk somatic cell counts. J. Dalry Sci. 81, 411-419. https://dof.org/10.
3168/jds.S0022-0302(98)75591-2.

Bradley, A.J., Green, M.J., 2001. Adaption of Escherichia coli to the bovine mammary
gland. J. Clin. Microbiol. 39, 1845-1849. https://doi.org/10.1128/JCM.39.5.
1845-1849.2001.

Damiani, G., Teleeco, 8., Comincini, S., Sironi, M., Carretto, E., Marone, P., 1996.
Comparison of an improved RAPD fingerprinting with different typing methods for

Veterinary Microbiology 244 (202() 108682

discriminating clinical isolates of Siuphyfococcus spp. Eur. J. Cardiovasc. Prev.
Rehabil. 12, 163-169. https://doi.org/10.1007 /BF00145502.

Dispfer, D, Barkema, H.W., Lam, T.J.G.M., Schukken, Y.H., Gaastra, W., 1999, Recurrent
clinical mastitls caused by Escherichia colf in dairy cows. J. Dalry Sci 82, 80-85.
https://doi.org/10.3168/jds.50022-0302 (99)75211-2.

Gillespie, B.E., Jayarao, B.M., Pankey, J.W., Oliver, S.P., 1998. Subtyping of Sweptococcirs
dysgalacriae and Streprococcus uberis {solated from bovine mammary seeretions by
DNA fingerprinting. J. Vet. Med. 45, 585-593. httpe://dol.org/10.1111/j.
1439-0450.1998.tb00831.x.

Grieger, A.-S., Zoche-Golob, V., Paduch, J.-H., Hoedemaker, M., Kromker, V., 2014,
Rezidivierende klinische Mastitiden bei Milchkithen-Bedeutung und Ursachen.
[Recurrent clinical mastitls in dairy cattle-importance and causes]. Tlerarztl Prax.
Ausg. G Grosstiere. 42, 156-162. https://dol.org/10.1055/5-0038-1623218.

Grishn, Y.T., Wilson, D.J., Gonzales, RN., Hertl, J.A,, Schulte, H., Bennett, G., Schuldten,
Y.H., 2004, Effect of pathogen-specific clinical mastitis on milk yield in dairy cows. J.
Dairy Sci. 87, 3358-3374. https://dolorg/10.3168/jds.50022-0302 (04173472-4,

GVA (German Veterinary Association), 2009. leitlinien zur entnahme von milchproben
unter antiseptischen bedingungen und leitlinien zur isolierung und {dentifizierung
von mastitiserregern. Guidelines for Antiseptic Milk Sampling and Guidelines to
Isolate and Identify Mastitis Pathogens.], 2nd ed. GVA, GieRen, Germany, pp. 1-92.

Hijazin, M., Sammra, O., Ulbegi-Mohyla, H., Nagib, S., Alber, J., Laimmler, C., Kdmpfer,
P., Glaeser, S.P., Busse, H.J., Kassmannhubet, J., Prenger-Berninghoff, E., Weiss, R.,
Siebert, U., Hassan, A.A., Abdulmawjood, A., Zschick, M., 2013. Arcanobdacterium
phocisimile sp. nov., isolated from harbour seals. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63,
2019-2024. https://dol.org/10.1099/1js.0.045591-0.

Hoiby, N., Ciofu, 0., Johansen, H.K., Song, Z.J., Moser, C., Jensen, P.@., Molin, 5.,
Givskov, M., Tolker-Nielsen, T., Bjarnsholt, T., 2011. The clinical impact of bacterial
biofilms. Int. J. Oral Sci. 3, 55-65. hitps://dol.org/10.4248/1J0511026.

Jamall, H., Barkema, HW., Jacques, M., Lavallée-Bourget, E.-M., Malouin, F., Saini, V.,
Stryhn, H., Dufour, S., 2018. Invited review: incidence, risk factors, and effects of
clinical mastitis recurrence in dairy cows. J. Dairy Sei. 101, 4729-4746. https://dof.
org/10.3168/jds.2017-13730.

Krismker, V., Paduch, J.H., Klocke, D., Zinke, C., 2010. Microbiological investigation of
culture negative milk samples of clinical mastitis cows. Milchwissenschaft. 65,
123-126.

Oliveira, M., Bexiga, R., Nunes, S.F., Carneiro, C., Cavaco, LM., Bemardo, F., Vilela, C.L.,
2006. Biofilm- forming ability profiling of Staphylococcus aureus and Staphylecoccus
epidermidis mastitis {solates. Vet. Microbiol. 118, 133-140. https://dol.org/10.1016/
j.vetmic.2006.07.008.

Oliver, 8.P., Gillespie, B.E., Jayarao, B.M., 1998. Detection of new and persistent
Stri uberis and St dysgalactice intramammary infections by poly-
merase chain reaction-based DNA fingerprinting. FEMS Microbiol. Lett. 160, 69-73.
https://dol.org/10.1111/j.1574-6968.1998.tb12892.x.

Pacheo, A.B.F.,, Guth, B.E.C., de Almeida, D.F., Ferreira, L.C.5., 1996. Characterization of
enterotoxigenic Escherichia coli by random amplification of polymorphic DNA. Res.
Microbiol. 147, 175-182. https://dol.org/10.1016/0923-2508 (96)80217-3.

Picker, J.C., 2012. Aspects of Recurrent Mastitis. Master thesis, University Gittingen
Germany.

Pinzén-Sinchez, C., Ruegg, P.L., 2011. Risk factors associated with short-term post-
treatment outcomes of clinical mastitis. J. Dairy Sci. 94, 3397-3410. https://doi.org/
10.3168/jds.2010-3925.

Schuldeen, Y.H., Bar, D., Hertl, J., Grishn, Y.T., 2010. Correlated time to event data:
modeling repeated clinical mastitis data from dairy cattle in New York State. Prev.
Vet, Med. 97, 150-156. https://dol.org/10.1016/j.prevetmed. 2010.09.012,

Shinji, H., Yosizawa, Y., Tajima, A., Iwase, T., Sugimoto, 8., Seki, K., Mizunoe, Y., 2011.
Role of Fibronectin-Binding Proteins A and B in in vitro cellular infections and in vivo
septic infections by Staphylococcus aureus. Infect. Immun. 79, 2215-2223. https://
doi.org/10.1128/1A1.00133-11.

Swinkels, J.M., Lam, T.J.G.M., Green, M.J., Bradley, A.J., 2013. Effect of extended cef-
quinotne treatment on clinical persistence or recurrence of environmental clinical
mastitis. Vet. J. 197, 682-687. https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2013.03.010.

Watts, J.L., Salmon, 5.A., Yancey Jr., JR., 1993 Use of modified Rambach agar to dif-
ferentiate Streprocoecus uberis from other mastitis streptocoeei. J. Dalry Sci. 76,
1740-1743. https://doi.org/10.3168/jds.80022-0302(93)77506-2.

Wente, N., Klocke, D., Paduch, J.-H., Zhang, Y., tho Seeth, M., Zoche-Golob, V., Reinecke,
F., Moht, E., Krémker, V., 2019. Associations between Streptococeus tberis straing
from the animal environment and clinical bovine mastitis cases. J. Dairy Sci. 102,
9360-9369. https://dol.org/10.3168/jds.2019-16669.

Zadoks, R.N., Schuldken, Y.H., 2006. Use of molecular epidemiology in veterinary prac-
tice. Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract. 22, 229-261. https://dol.org/10.1016/].
cvf2.2005.11.005.

Zoche-Golob, V., Spilke, J., 2013. Herd-specific estimation of milk yleld reduction due to
recurrent clinical mastitis. Berl. Miinch. Tierarztl. Wochenschr. 126, 269-276.

19



PUBLIKATIONEN

2.3 Publikation 3: Mikrobiologische Mastitisdiagnostik fiir jeden Anlass [Microbiological mastitis
diagnostics for every occasion].

Nicole Wente, Doris Klocke, Elmar Mohr, Volker Kromker
Praktischer Tierarzt (2019), (100) 1067-1075

DOI 10.2376/0032-681X-1925

Republikation:

Mastitis: Mikrobiologische Diagnostik fiir jeden Anlass

newsdvets (2020), (9) 50-57

20



PUBLIKATIONEN

Ubersichtsartikel :

DOI 10.2376/0032-681X-1925

Hochschule Hannover, Fakultét || - Bioverfahrenstechnik, Mikrobiologie!

Universitit Rostock, Agrar- und Umweltwissenschaftliche Fakultét, Tiergesundheit und Tierschutz
Peer-reviewed | Eingegangen: 12.07.2019 | Angenommen: 22.08.2019

Mikrobiologische Mastitisdiagnostik fiir jeden

Anlass

Nicole Wente"?, Doris Klocke', Elmar Mohr’, Volker Krémker®

Kerrespondenzadresse: nicole.wente@hs-hannover.de

Zusammenfassung Dic mikrobiologische Mastitisdiagnestik ist ein
wesentlicher Bestandteil der Mastitisbekdmpfung Unterschiedliche
Mikroorganismen haben unterschiedliche Habitate und erfordern
unterschiedliche Vorgehensweisen in der Bekampfung im Rahmen
der Neuinfektlensminderung und der Verkiirzung bestehender
Infektionen. Die Neu- und Weiterentwicklung mikrobiologischer
Methoden hat die diagnostischen Méglichkeiten in den letzten
Jahren erheblich vergrofert. Schnelltestverfahren und molekular-
blologische Techniken erweitern die Mglichkeiten, Mastitiden in
Milchviehbetrieben sachgerecht zu erkennen und zu bekdmpfen.
Der Beltrag gibt Anwendungsempfehlungen zur jewelligen mikro-
biclogischen Methode im Rahmen der epidemiologischen und
therapeutischen Beschreibung der filr die Eutergesundheit
relevanten Mikroorganismen.

Schliisselwdrter Kulturelle Mikrobiologie, Milchproben, PCR,
Stammvergleiche

Einleitung

In den letzten Jahren haben sich die diagnostischen Moglichkeiten
im Bereich der Mastitisdiagnostik deutlich erweitert. Verschiedene
Testverfahren stehen filr verschiedene Probenahmecbenen zur Ver-
filgung. Die richtige diagnostische Vergehensweise stellt sicher, dass
die jeweilige Fragestellung entsprechend beantwortet werden kann.
Der vorliegende Beitrag beschreibt gebriuchliche Methoden und
erldutert fiir verschiedene Fragestellungen und Anwendungsbereiche
geeignete und ungeeignete Vorgehensweisen. Im Vordergrund steht
dabei die Ableitung praktischer Empfehlungen.

Kulturelle Diagnostik

Die meisten Milchproben werden in Deutschland mit einer klassi-
schen kulturellen Diagnostik auf mesophile acrobe Mikroorganismen
untersucht. Hierzu werden nicht-selektive Medien (zumeist Blutagar
mit 5-10 % Blutzusatz) eingesetzt. Das Wachstum von mehr als zwel
verschiedenen Kolonietypen wird dabei tiblicherweise als Hinweis
auf Kontamination der Milchprobe gewertet. Mit Ausnahme der

Microbiological mastitis diagnostics for every
occasion

Summary The microbiological diagnosis of mastitis is an essential
part of mastitis control. Different microorganisms have different
habitats and require different methods of control to reduce new
infections and shorten existing infections. The increase in microbio-
logical methods has considerably increased the diagnostic possibil-
itles in recent years. Rapid test methods and molecular biological
techniques extend the possibilities of dairy farms to properly detect
and control mastitis. The article gives recommendations for the
respective microbiological method for application purposes within
the scope of epidemiclogical and therapeutic characterisation of
microorganisms relevant for udder health.

Keywords Cultural Microbiology, Milk samples, PCR, Strain Com-
parisons

anspruchsvollen Mykoplasmen und der langsam wachsenden aty-
pischen Mykobakterien wachsen die iiblichen aerob anziichtbaren
Mastitiserreger auf diesem nicht-selektiven Néhrboden innerhalb
von 72 Stunden.

Eine erste grobe Einordnung anhand der Koloniemorpholo-
gie, der Askulinspaltung und der Himolyse muss durch weiterge-
hende Tests (z. B. Gram-Frbung, serologische, biochemische und
enzymatische Tests) erglinze werden. Fiir die weitergehende oder
gezielte Diagnostik werden auch selektive Kulturmedien wie z. B. der
Furazolidon-Agar (zur Unterscheidung zwischen Mikrokokken und
Staphylokokken) oder der Yeast-Glucose-Chloramphenicol-Agar
{YGC, fiir Hefen und Schimmelpilze) verwendet (Claessens et al,
1996, DVG 2018). Eine Ubersicht der in Deutschland aus Milch-
proben isolierten Mastitiserreger ist unter https:/fwww.dvg.net/
fileadmin/Bilder/DVG/PDF/19-03-18_220327_DVG_Fachgruppe_
korrigiert 002_.pdf zu finden.

Diese Diagnostik kann in spezialisierten Laboren oder in der
tierdiratlichen Praxis durchgefithrt werden. Allerdings hinge die
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Qualitit der Untersuchungsergebnisse vom Probendurchsatz, der
Anzahl durchgefiihrter Bestitigungstests und der Erfahrung der
Untersuchenden ab. Die Mitfithrung von Referenzstdmmen — im
Sinne einer Positivkontrolle - ist unverzichtbar. Um den Aufwand
zu verringern, kann die diagnostische Tiefe beschrinkt werden. So
kann z. B. anstatt bis zu S. uberis, Enterokokken und Laktokokken
nur bis zu Askulin-positiven Streptokokken differenziert werden.
Da der Nachweis der drei Gattungen allerdings unterschiedliche
Mafinahmen zur Verbesserung der Eutergesundheit im Milch-
viehbetrieb erfordert, ist die Beschrinkung der diagnostischen
Tiefe nicht sinnvoll. Neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie
und Epidemiologie einzelner Mastitiserreger filhren zu einem
erhthten Bedarf an differenzierteren diagnostischen Techniken.
Andererseits steht die Erhshung der Untersuchungskosten einer
grofleren diagnostischen Tiefe entgegen.

Die bei kulturellen Verfahren isolierten Mikroorganismen
kénnen fiir eine weiterfiithrende Diagnostik (z. B. Resistenzbe-
stimmung, PCR, MALDI-TOF) eingesetzt werden. Einige Labore
in Deutschland verfiigen inzwischen iiber ein Geriit, das Mas-
senanalyse von chemischen Verbindungen (Matrix-Assistierte
Laser-Desorption-Tonisierung, MALDI) mit einer Flugzeitanalyse
(Time Of Flight, TOF) verbindet und so sehr spezifisch Mikroor-
ganismen identifizieren kann (Barreiro et al. 2017). Allerdings
werden aufgrund der hochspezifischen Analyse hiiufig bakterielle
Spezies ausgewiesen, deren Bedeutung fiir die Eutergesundheit
aufgrund fehlender epidemiologischer Einschitzungen nicht
bewertet werden kann.

Kulturelle ,,On-farm-Diagnostik* zur thera-
peutischen Entscheidungsfindung

Eine kulturelle ,,On-farm-Diagnostik® ersetzt nicht die konven-
tionelle zytomikrobiclogische Diagnostik und Resistenzpriifung
in einem spezialisierten Untersuchungslabor, sondern gibt dem
Behandelnden lediglich eine schnelle Hilfe bei der Auswahl the-
rapeutischer Mafinahmen. Da hier nur eine Sterilitdtspriifung der
Milch durchgefithrt wird, kénnen diese Tests unter tierdrztlicher
Aufsicht in landwirtschaftlichen Betrieben unter Einhaltung
der erforderlichen Hygiene durchgefiihrt werden. Vorteile der
fitr diesen Zweck kenzipierten Testverfahren sind das schnelle
Ergebnis und der geringe Aufwand. Die Testdurchfithrung findet
vor Ort statt, somit entfillt die Probentransportzeit, ebenfalls
zeitsparend ist die kurze Inkubationszeit bis zur Auswertung.
Die Tests sind simpel in der Anwendung und liefern nach zwolf
oder mehr Stunden valide Ergebnisse. Derzeit sind zwei schnelle
Testsysteme auf dem deutschen Markt erhiltlich. Eine Kombi-
nation von Petrifilmen® (3M, Rapid Coliform und Rapid Aerobic
Counr} erlaubt dem Anwender eine quantitative Identifikation von
Keimgruppen (mesophile acrobe Gesamtkeimzahl und coliforme
Mikroorganismen). So kann ermittelt werden, ob ,kein Wachs-
tum*, ,gramnegatives Wachstum® oder mittels Ausschlussprinzip
wgrampositives Wachstum® vorliegt (Kock et al. 2018). Das zweite
Testsystem ist MastDecide® (Quldee GmbH}; das qualitative

5

Zweirbhrchensystem erlaubt nach zwolf Stunden entsprechende
Aussagen, sodass beim Vorliegen eines grampositiven Ergebnis-
ses eine lokale antibiotische Therapie eingeleitet werden kann.
Hierbei sind die besonders einfache und sichere Anwendung sowie
Auswertung vorteilhaft (Leimbach und Krémker 2018). Weitere
kulturbasierte Testverfahren sind verfiigbar. Sie ermoglichen eine
erleichterte kulturbasierte Diagnostik bis zur Gattungsebene, sind
damit aber auf das tieriirztliche Praxislabor beschriinkt. Hierzu
zihlen z. B. der Speed® Mam Color Test (Virbac) und der Véto-
Rapid Test (Vetoquinol ). Aufgrund des gréfleren Arbeitsaufwan-
des und einer initialen Inkubation von mindestens 24 Stunden
(bis zu sieben Tagen, Speed® Mam Color, Mykoplasmen) sind
sie langsamer und aufwendiger in der Handhabung als die vorher
erwihnten Tests. Speed” Mam Color basiert auf dem Prinzip einer
bunten Rethe und erlaubt die Charakterisierung der Erreger nach
Gattung (Staphylokolken, Streptokokken, Enterokokken, Entero-
bacteriaceae, Mykoplasmen, Pseudomonaden und E. coli} sowie
die Bestimmung der Resistenzen gegeniiber 14 Antibiotikakons-
tellationen. Bei VétoRapid handelt es sich um eine in drei Sekto-
ren unterteilte Petrischale, versehen mit drei unterschiedlichen
selektiven Nihrmedien; dieser Test erlaubt eine Kategorisierung
in E. coli, sonstige Goliforme, S. aureus, NAS (Nicht-Aureus-Sta-
phylokokken}, Askulin-positive Streptokokken, Askulin-negative
Streptokokken mit a-, - oder y-Hémolyse.

Gegeniiber der Laboruntersuchung haben die Schnelltest-
systeme fiir den direkten Einsatz im landwirtschaftlichen Betrieb
sowohl ihre Stérken als auch konzeptbedingte Schwiichen. Die
Tests konnen aufgrund von erhShtem Inokulationsvolumen
(z. B. 100 pl anstatt von 10 pl) tendenziell geringere Erregeraus-
scheidungen nachweisen und sind somit gegebenenfalls sensibler
als die Untersuchungsverfahren im Routinelabor, Dafiir kénnen
sie keine langsam wachsenden (z. B. Eukaryonten wie Hefen
und Prototheken oder Corynebakterien) oder anspruchsvollen
Mikroorganismen (z. B. Mykoplasmen) anzeigen. Diese Detek-
tionsliicken sind fir das diagnostische Ziel nicht entscheidend,
weil Infektionen mit Eukaryonten und Mykoplasmen nicht anti-
biotisch therapierbar sind und Infektionen mit Corynebakterien
keine antibiotische Therapie erfordern. Ohne Anwendung dieser
Systeme wiirden klinische Mastitiden nahezu immer antibiotisch
behandelt werden (Kromker et al. 2018}, Solche Schnelltestsys-
teme ermoglichen unter strukturierter Anwendung eine Imple-
mentierung und Etablierung evidenzbasierter Mastitistherapie-
konzepre (Kock et al. 2018, Mansion-de Vries et al. 2014, 2015)
und somit eine erhebliche Einsparung von antibiotischen Dosen
ohne Verlust von bakteriologischer Heilung (Kock et al. 2018,
Mansion-de Vries et al. 2016},

Bei der Anwendung ist dennoch zu beachten, dass eine sau-
bere Probenahme und Beimpfung der Schnelltestmedien essenziell
sind, da nur so zuverldssige Ergebnisse erzielt werden kbnren. In
beiden Testsystemen werden mitunter pathogene Mikroorganis-
men kultiviert, weswegen diese erst nach dem ordnungsgemiifien
Autoklavieren iiber den Hausmiill entsorgr werden diirfen.
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Tab. 1: Milchproben fiir die mikrobiologische Diagnostik von Mastitiden

Ebene Diagnostik
Viertelgemelk

Gesamtgemelk

Kulturelle und molekularbiologische Mastitisdiagnostik
Einzeltierselektion aufgrund von Infektionen mit eradikierbaren Mikroorganismen, z. B. 5. agalactiae,
5. canis oder Mykoplasmen

Untersuchung auf eradikierbare Mikroorganismen (z.B. 5. agalactiae, Mycoplasma bovis oder spp.)
Gruppenpoolproben/Herdensammelmilch | oder quantitative kulturelle Untersuchung zur Beurteilung des aktuellen Infektionsrisikos

(2.B. S. aureus)

PCR-Diagnostik

Das PCR(Polymerase Chain Reaction/Polymerase Kettenreakti-
on}-Verfahren ist im Gegensatz zur kulturellen Diagnostik eine
gezielte Suche nach der DNS ausgewihlter Erreger. Somit kdnnen
nur Mikroorganismen gefunden werden, nach denen auch gesucht
wird. Diese Methode basiert auf der hochspezifischen Detektion, Ver-
vielfiltigung und Visualisierung der Erreger-DNS aus der Milchprobe.
Dabei kann die DNS sowohl aus vitalen als auch bereits abgestorbe-
nen Erregern (z. B. nach antibiotischer Vorbehandlung) innerhalb
weniger Stunden nachgewiesen werden. Dieses Verfahren eignet
sich sehr gut, um langsam wachsende und anspruchsvolle Erreger
zu detektieren, damit schnelle Entschetdungen getroffen werden
konnen, um z. B. Tiere nicht zu kaufen oder zu merzen. Die PCR
eignet sich wegen ihrer hohen Spezifitit bei akzeptabler Sensitivitit
gut, um Poolproben bzw. Tankmilchpreben auf kuhassoziierte Mik-
roorganismen wie S. agalactige oder Mykoplasmen zu untersuchen
(» Tab. 1}. Grundsitzlich kénnen auch Resistenzgene von Mastitiser-
regern detektiert werden, wie z. B. das blaZ-Gen, das fiir die Produk-
tion von -Lactamase verantwortlich ist. Dabei ist zu beachten, dass
nicht jedes detektierte Gen immer exprimiert wird, d. h. ein Erreger,
der das blaZ-Gen trigt, muss nicht zwangsliufig -Lactamase bilden
und somit phinotypisch Penicillin-resistent sein. Die Untersuchung
von Gesamtgemelksproben oder Herdensammelmilchproben mit
PCR-Mastitiskits ist zur Einschétzung eines Bestandsproblems mit
umweltassoziierten Mikroorganismen ungeeignet, da eine kontami-
nationsfreie Entnahme dieser Proben nicht moglich ist und diese
Mikroorganismen ubiquitidr vorhanden sind (» Tab. 1).

Zur molekularbiologischen Untersuchung von Milchproben ste-
hen verschiedene kommerzielle Untersuchungskits und ,,in-house*
PCR-Methoden verschiedener Labore mit unterschiedlichen Erre-
gernachweisspektren zur Verfiigung. Im Gegensatz zur kulturellen
Diagnostik bietet dieses Verfahren eine Option der Prozessautomati-
sierung im Labor. Allerdings sind die Reagenzien sowie die bendtigte
Geriteausstattung fiir die PCR-Untersuchung kostenintensiv. Auch
die PCR-Methode erfordert eine sorgfiltige Probennahme, um ein
kentaminationsbedingtes falsch positives Ergebnis ausschlieffen
zu konnen. Falsch negative Befunde sind durch stérende Faktoren
im PCR-Ansatz, DNS-zersetzende Enzyme in der Milchprobe und
Mutarionen in der Zielsequenz der Erreger-DNS ebenfalls moglich
(DVG 2010).

Stammvergleiche zur Identifikation von
kuhassoziierten Stimmen oder zur Kldrung
epidemiologischer Zusammenhinge
An die Gattungs- und Speziesbestimmung kann eine weiterfiih-
rende Diagnostik angeschlossen werden. Diese basiert auf einem
Vergleich des genetischen Materials der vorliegenden Speziesiso-
late untereinander und hilft, eine Aussage {iber deren Diversitit
bzw. Stammvielfalt innerhalb eines Betriebes zu treffen (Zadoks
und Schukken 2006) . So kann z. B. identifiziert werden, ob wenige
Stimme von Sc. uberis oder viele unterschiedliche im Falle eines
Ausbruchs in einem Betrieb vorliegen (Zadoks et al. 2003}, Eine
geringe Stammvielfalt wiirde in diesem Fall auf ein kontagitses
Verhalten des Erregers hinweisen. Des Weiteren ist es moglich, die
Stimme aus dem Umfeld der Tiere mit denen aus Milch an Mastitis
erkrankten Tieren zu vergleichen, um magliche Ubertragungswege
zu identifizieren und eine geeignete Strategie zur Bekdmpfung der
Erreger aufzustellen (Schukken et al. 2012, Wente et al. 2019).
Stammvergleiche kénnen weiterhin zur [dentifizierung von persis-
tierenden Infektionen bei wiederkehrenden Mastitiden beitragen
sowie die Bestimmung von Heilungsraten durch die Detektion
von Neuinfektionen priizisieren (Wente et al. 2018). Denn eine
Reinfektion mit einem anderen Stamm der gleichen Erregerspezies
kann in der Routinediagnostik nicht erfasst werden. In der Routi-
neuntersuchung sind Stammvergleichsuntersuchungen aufgrund
des hohen Aufwandes bislang eine Ausnahme.
Stammvergleichsuntersuchungen werden mithilfe molekular-
bielogischer Methoden durchgefiihrt. Die Methoden (z. B. REA,
PFGE, RAPD-PCR, MLST) variieren im Preis, der Prizision und
der Untersuchungsdauer. Im Rahmen der REA (Restriction Endo-
nuclease Analysis) erfolgt ein enzymatischer Zuschnitt der DNS
in unterschiedlich lange Fragmente, die anschliefiend mithilfe
einer Elektrophorese nach ihrer Linge sortiert werden. Die Anzahl
und die Linge der entstandenen DNS-Abschnitte hingen von der
Spezies, deren Stamm und dem dafiir eingesetzten Restriktions-
enzym ab. Sind die Abschnitte, die dabei entstehen sollen, grod
gewihlt, so wird eine leistungsstirkere Elektrophorese mit einem
pulsierenden elektrischen Feld eingesetzt (PFGE); als Ergebnis
ergeben sich Bandenmuster fiir einzelne Isolate, die dann unter-
einander verglichen werden (Birren und Lai 1993). Beim MLST
(Multilocus Sequence Typing) werden definierte Genabschnitte

1070

Der Praktische Tierarzt 100, Heft 10/201%, Seiten 1067-1075

24



PUBLIKATIONEN

25



PUBLIKATIONEN

i Ubersichtsartikel E

aus dem bakteriologischen Genom mithilfe der PCR vervielfiltigt
und anschlieffend die Abfolge der Nukleotide in diesen Abschnitten
bestimmt; dabei ergeben sich Profile, die mit den Profilen anderer
Mikroorganismen aus speziellen Datenbanken abgeglichen werden
konnen. Sind die Profile identisch, so geht man von einem Klon aus
(Maiden et al. 1998) . Die RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) ist eine PCR-Methode mit anschlieflender elektrophoretischer
Auftrentung der PCR-Produkte nach ihrer Grofie. Bei der RAPD-
PCR muss der DNS-Abschnitt, im Gegensatz zu anderen Methoden,
nicht bekannt sein. Es werden kurze Primer (ca. zehn Nukleotide)
eingesetzt, diese haben durch ihre geringe Grifie die Maglichkeit,
an viele Stellen der vorliegenden DNS zu binden und somit viele
Startpunkte fiir die replizierende Polymerase zu markieren. Dabei
entstehen unterschiedlich lange DNS-Abschnitte, die nach einer
Auftrennung mit der Gelelektrophorese Bandenmuster ergeben. Die
entstandenen Profile einzelner Mikroorganismen werden unterein-
ander verglichen (Williams et al. 1990). Bei ungleichen Stimmen
sind die Bandenmuster aufgrund von Sequenzvariationen im Genom
unterschiedlich. Fiir die RAPD-PCR ist keine kostenintensive Son-
derausstattung der PCR anwendenden Labore notwendig, sie ist
weniger aufwendig als die anderen Stammvergleichstechniken und
somit besonders gut fiir die Routinediagnostik geeignet.

Probenahmeebene

Da das einzelne Driisenviertel das infizierbare Kompartiment ist,
ist eine Viertelgemelksprobe immer richtig. Soll mit der Untersu-
chung nur die Anwesenheit bestimmter Mikroorganismen ausge-
schlossen werden (Einzeltier bei Ankauf oder Herde nach Sanie-
rung), knnen auch andere Proben (Einzelgemelk, Tankmilch)
Verwendung finden (» Tab. 1 und b Tab. 2).

Die richtige Diagnostik fiir jeden Anlass

Ein gezielter Antibiotikaeinsatz ist in Milchviehbetrieben nur durch
Anwendung evidenzbasierter therapeutischer Konzepte moglich.
Diese setzen die Anwendung von kulturellen Schnellvests bei den
meisten klinischen Mastitiden voraus - lediglich bei Mastitisfillen
von Tieren, die von vorneherein aufgrund ihrer Mastitishistorie
von einer antibiotischen Therapie nicht profitieren werden, kann
auf die Anwendung des Tests verzichrer werden. Ein weiterer Vor-
teil der Implementierung mikrobiologischer Schnelltestsysteme
ist die mit ihnen einhergehende systematische Entnahme von
Viertelgemelksproben klinischer Mastitiden. In Milchviehbetrie-
ben ohne besondere Eutergesundheitsstérungen geniigt dann
die differenzierte kulturelle Untersuchung einer reprisentati-
ven Stichprobe (in Milchviehbetrieben mit bis zu 20 klinischen
Mastitiden pro Jahr: alle klinischen Fille, dariiber > 20 Fille und
mindestens 30 % der klinischen Fille}. Diese Stichprobe geniigr,
um die Erregerverteilung im Betrieb beschreiben zu kénnen und
Hinweise auf die kritische Verbreitung von 8. aureusin der Herde
(> oder <5 % Herdenpriivalenz S. aureus) zu erhalten (Krémker
2012). Zur Diagnostik gehort die angemessene Durchfithrung
von Resistenzpriifungen. Da die lokale antibiotische Therapie
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Fazit fUr die Praxis

Die verfigbaren diagnostischen Methoden erlauben Tierdrz-
ten und Landwirten eine gezielte Beurteilung der mikrobio-
logischen Eutergesundheitssituation. Die Vermeidung nicht
geeigneter Methoden und liberfliissiger Proben sowie die
systematische Diskussion und Berdcksichtigung der Befunde
im Betrieb sind fir eine Verbesserung der Eutergesundheit
und eine gezielte antibiotische Mastitistherapie erforderlich.

bei modernen Therapiekonzepten auf grampositive Mikroorga-
nismen beschriinkt bleibt und Streprokokken nahezu vollstindig
Penicillin-empfindlich sind, ist die Resistenzpriifung von Staphy-
lokokken besonders relevant.

Werden Tiere zugekauft (oder sollen positive Tiere direkt aus
der Herde entnommen werden }, empfiehlt sich die Untersuchung
der Einzelgemelke dieser Tiere mithilfe der PCR-Diagnostik, um
Tiere mit S. agalactize und Mykoplasmen sowie evtl. S. aureus
schnell zu identifizieren und vom Kauf abzusehen oder den Kauf
riickgingig zu machen.

Im Rahmen der Begleitung von Sanierungsprozessen auf Her-
denebene zur Bekiimpfung von 8. agalactiae und Mykoplasmen hat
die Kontrolle der Herdensammelmilch oder von Einzeltanks zur
Einschétzung des Herden- bzw. Gruppenstatus ihre Berechtigung
(Krémker und Moroni 2018), Die Sanierung von Herden in Bezug
auf S. agelactiae oder S. canis erfordert die wiederholte kulturelle
Untersuchung von Viertelgemelksproben aller Kiihe der Herde. Die
Untersuchung von Poolproben oder Einzelgemelken ist aufgrund
der mit dieser Untersuchungsebene einhergehenden Abnahme an
Sensitivitit fiir eine sichere Eradikation dieser Mikroorganismen
auf Herdenebene nicht geeignet (® Tab. 1 und » Tab. 2).

Die Untersuchung bestimmrer Subgruppen (Frischabkalber
[Farsen/Kithe ], hochzellige Tiere, Tiere zum Trockenstellen} kann
fiir bestimmte Fragestellungen sinnvoll sein, beispielsweise bei
hohen geburtsnahen Infektions- oder Erkrankungsraten, bei vielen
chronisch euterkranken Tieren oder bei der Auswahl von Tieren
und Vierteln fiir gezielte antibiotische Therapien zu Beginn der
Trockenperiode.

Stammvergleichsmethoden sind immer dann von Wert, wenn
die Verbreitungswege von Mikroorganismen innerhalb einer Herde
ermittelt werden sollen. Sie erlauben die Unterscheidung zwischen
kontagitsen und nichtkontagidsen Infektionsverliufen. Bei kon-
tagitser Infektion werden einzelne Mikroorganismenstimme aus
infizierten Tieren oder aus Umwelthotspots an andere Tiere iibertra-
gen. Gelegentlich treten kontagitse Verldufe bei ,Umwelterregern®,
z. B. bei Sc. wberis, auf (Zadoks et al. 2003 ). Die alleinige Kenntnis
der relevanten Bakterienspezies fiithrt hier nicht zu den richtigen
Entscheidungen in der Bekimpfung, Bei nichtkonragitiser Infekrion
nehmen Tiere Mikroorganismen aus der Umwelr auf, geben diese
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Tab. 2: Mikrobiologische Diagnostik bei Mastitiden und Keimzahlproblemen

Diagnostische Methode Kosten |Probe
Kultur im spezialisierten Labor +

Kultur tierarztl. Praxis -+

Kultur on-farm* +

PCR (kommerzielles Kit) -+

Stammvergleich e

Mischuntersuchung aus PCR und kultureller
Diagnostik

Kulturelle quantitative Keimgruppenuntersu-
chung von Einstreumaterial oder der Herden- ++ big +++
samme|milch

Viertelanfangsgemelk

Viertelanfangsgemelk

Viertelanfangsgemelk

Einzelgemelk oder VAG

Isolate efner Art
++ bis +++ | Herdensammelmilch

Einstreumaterfal
Herdensammelmilch

Ziel

Herdenepidemiologie und Basis fir
Behandlungsplane, Resistenzprifung
Gattungsdiagnose und therapeutische
Entscheidungsfindung
Therapeutische Entscheldungsfindung
Haupterregerbestimmung fiir Merzungs-
und TherapiemaBnahmen, Ankaufsun-
tersuchung

Ermittlung von Infektionsmodalitéten,
Bewertung des Therapieerfolgs

Einschiitzung des Herdenstatus

Beurteflung des mikrobiologischen Risi-
kos frischer Einstreu

Stufenkontrolle bei Keimzahlproblemen

+: < 108, ++: <20 & +++: > 20 € * die Kultur ,,on-farm™ hat als Teil sines therapeutischen Entscheidungsprozesses sinen positiven ,Return on Invest™ zur Folge (Mansion-de \ries st al.

2016}

aber nicht oder nur geringfligig an andere Tiere weiter. In Betrieben
mit solch einem Infektionsmuster sind zumeist viele verschiedene
Stémme einer Art im Betrieb vorhanden. In diesen Fillen sind zur
Verbesserung der Herdengesundheit die Uberpriifung und Opti-
mierung der Hygiene zumeist zielftihrend.

Die kulturelle quantitative Untersuchung von Keimgruppern
(Gesamtkeimzahl, coliforme Mikroorganismen, fiskulinspaltende
Streptokokken, Staphylokokken}) in Proben frischer Einstreu kann
die Kenntnisse zum einstreubedingten Mastitisrisiko verbessern.
Insbesondere wenn organisches Einstreumaterial zugekauft wird
oder fragwiirdiges Material benutzt werden muss, kann das Risiko

fiir die Eutergesundheit der Herde anhand der Untersuchung ein-
geschiitzt werden.

Eine Untersuchung entsprechender Keimgruppen in der Her-
densammelmilch - ergiinzt um thermodure Mikroorganismen —
kann als Stufenkontrolle (1. Probe: erste Ausschleusung der Melk-
anlage, 2. Probe: Tank vor der Einschleusung, 3. Probe: Tank nach
der Einschleusung, 4. Probe: Tankanschluss) bei der Eingrenzung
von Keimzahlproblemen helfen.
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3. Gemeinsame Zusammenfassung

3.1 Zusammenfassende Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten und erzielten Ergebnisse

3.1.1 Publikation 1: Associations between Streptococcus uberis strains from the animal
environment and clinical bovine mastitis cases.

Einleitung und Zielstellung

Die Mastitis des Rindes wird durch unterschiedliche Erreger, die sich zumeist in eine von zwei
Erregergruppen einordnen lassen, hervorgerufen. Die Einordnung der Erreger in die Gruppe der
kuhassoziierten oder umweltassoziierten Mastitiserreger ermdglicht ein gezieltes, strategisches
Vorgehen bei der Bekampfung dieser Erkrankung. Wahrend die kuhassoziierten Mastitiserreger
hauptsachlich durch den Melkvorgang Ubertragen werden, ist der Ursprung der umweltassoziierten
Mastitiserreger in der Umwelt der Tiere zu suchen. Die kuhassoziierten Mastitiserreger sind in der Regel
besser an den Wirt angepasst und werden auch als kontagiose Mastitiserreger bezeichnet. Die
kontagidsen Mastitiserreger zeichnen sich dadurch aus, dass in einem betroffenen Bestand Gberwiegend
der gleiche Stamm des Erregers aus den Milchsekreten erkrankter Tiere isoliert wird. Ist die Stammuvielfalt
im Gegensatz dazu sehr hoch, so wird von einem umweltassoziierten Erreger ausgegangen. S. uberis ist
ein Mastitiserreger, der besonders oft vorkommt und sowohl zu subklinischen als auch zu schweren
akuten und rezidivierenden Mastitiden fihrt (BRAMLEY und DODD 1984, TODHUNTER et al. 1995).
Dieser Erreger wurde aus der Umwelt, von der Haut, der Schleimhaut und aus dem Kot von Rindern
isoliert (KRUZE und BRAMLEY 1982, WENDT et al. 1994, KROMKER 2007). Obwohl Streptococcus (S.)
uberis als umweltassoziierter Erreger bezeichnet wird, kann dieser innerhalb von Milchviehherden einen
kuhassoziierten Charakter zeigen (DAVIES 2016). Deshalb ist es nicht einfach, die angemessenen
MaRnahmen zur Bekdmpfung dieses Erregers zu treffen. Die bisherigen Arbeiten beschaftigten sich mit
der Isolierung von S. uberis innerhalb einer Herde oder deren Umwelt. Weitrechende Vergleiche der
Isolate aus der Umwelt laktierender Tiere und den Milchsekreten erkrankter Tiere auf Stammebene
fehlten bislang. Sie erlauben ein verbessertes Verstandnis der Verbreitungseigenschaften - Ubertragung
aus der Umwelt oder von Tier zu Tier. Das Ziel dieser Studie war es, unter Anwendung
molekularbiologischer Stammvergleiche, die Assoziation zwischen den S. uberis - Mastitisstdmmen und

den Stammen aus der Umwelt der Tiere zu untersuchen.
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Material und Methoden

Betriebe und Probenahme

Im Rahmen einer groRRen Pravalenzstudie wurden Betriebe aus ganz Deutschlands dazu aufgerufen im
Zeitraum von Juni 2014 bis Dezember 2015, aber innerhalb von maximal 12 Monaten, Milchproben von
klinischen Mastitiden zu nehmen und zur Untersuchung auf Mastitiserreger ins mikrobiologische Labor
der Hochschule Hannover zu schicken. Die Studie umfasste zunachst 62 niedersachsische Betriebe.
Hierfur wurden die Probennehmer von dem Studienpersonal im Vorfeld zur Entnahme der Proben nach
den Leitlinien der DEUTSCHEN VETERINARMEDIZINISCHEN GESELLSCHAFT E.V. (2009) geschult.

Der Versand der Proben erfolgte unter Zusatz des borsaurehaltigen Konservierungsmittels Ly20.

Untersuchung der Milchproben

Die Untersuchung der Milchproben wurde in Anlehnung an die Leitlinien der DEUTSCHEN
VETERINARMEDIZINISCHEN GESELLSCHAFT E. V. (2012) durchgefiihrt. Dabei wurden Katalase-
negative, Gram-positive Kokken mit der Fahigkeit zur Bildung von 3-Galactosidase und Verwertung von
Sorbit als S. uberis definiert. Alle S. uberis- Isolate wurden unter Zusatz von 20 % Glycerin bei - 80°C in

einer Stammhaltung gelagert.

Probenahme und Untersuchung der Umweltproben

Die Betriebe in denen mindestens finf Isolate aus Milch von fiinf unterschiedlichen Tieren isoliert werden
konnten, wurden fiir die Probenahme aus der Umwelt der Tiere ausgewahlt. Die Probenahme erfolgte
durch Studienpersonal mdglichst zeitnah nach dem Nachweis der fiinften S. uberis Mastitis. Die
Umweltproben wurden an acht zuvor aus der Literatur beschriebenen Punkten enthommen, aus denen
bereits S. uberis isoliert werden konnte (Tab. 1). Es wurde eine Probe pro Probenahmepunkt genommen.
Die Materialproben wurden mit einem sterilen Beutel eingesammelt. Die Oberflachenprobenahme erfolgte
mit der Nass-Trockentupfer-Technik in Anlehnung an die Norm DIN 10113-1: 1997-07. Fir die Beprobung
wurde ein mit gepuffertem Peptonwasser befeuchteter Tupfer und anschlie3end ein trockener Tupfer Uber
die Flache gefihrt. Beide Tupfer wurden anschlieend in ein Transportrohrchen mit 2 ml sterilem
gepufferten Peptonwasser (pH 7.0) Uberfihrt. Das Probenmaterial wurde anschlieend gekihlt in das

mikrobiologische Labor der Hochschule Hannover transportiert.
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Tabelle 1: Probenahmepunkte aus dem Umfeld der Tiere und angewandte Techniken

Probenahmepunkt Probenahmetechnik

Zitzengummi (ZADOKS et al. 2003) Nass-Trockentupfer, innere Flache

Tranke (Weide / Stall) (DOPFER et al. 2005, | Nass-Trockentupfer, 20 cm2? der oberen
ZADOKS et al. 2005) Aulenflache

Ausgangsbereich  Melkstand ~ (LOPEZ- | Material (Schlamm, Erde, Vegetation, Kot), an
BENAVIDES et al. 2007) / Eingangsbereich | der von den Tieren besonders oft betretenen
Melkstand Stelle

Liegeflache Weide (CULLEN und LITTLE | Material Liegeflache

1969, DOPFER et al. 2005, ZADOKS et al.

2005)

Treibewege zur Weide (LOPEZ-BENAVIDES | Material (Schlamm, Erde, Vegetation, Kot), an

et al. 2007) der von den Tieren besonders oft betretenen
Stelle

Einstreu Stall (BRAMLEY 1982, DOPFER et | Material, erstes Drittel von dem hinteren Ende

al. 2005) der Liegebox

Fur den Probenansatz wurden 11 g der Materialprobe in 99 ml RINGER Lésung mit Hilfe des Stomachers
(easyMIX, AES Chemunex / bioMérieus, Marcy |'Etoile, Frankreich) homogenisiert. Die Tupferproben
wurden direkt im Transportrohrchen fur 1 min mit dem Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia,
NY) auf hochster Stufe gemischt. Das entstandene Probengemisch wurde auf dem EMCO Agar
(SAWANT et al. 2002) nach der DIN EN 10192-5 im Doppelansatz ausgespatelt und bei 37°C flir 24 h
inkubiert. Es wurden maximal 20 Askulin-hydrolysierende Kolonien nach der Inkubation entnommen und
weiter untersucht. Gram-positive, Katalase- negative Kokken wurden auf dem modifizierten Rambach
Agar nach WATTS (1993) sowie auf den Phenolrot Agar zur weiteren Differenzierung Gberimpft und 24 h
bei 37°C inkubiert. R-Galactosidase- und sowie D-Sorbitol-positive Isolate wurden als S. uberis

identifiziert und in die Stammhaltung bis zur weiteren Untersuchung tberflhrt.

Molekularbiologische Untersuchung

Alle fir den Stammvergleich vorgesehenen S. uberis — Isolate wurden zunéchst durch die PCR nach
RIFFON (2001) untersucht, um die Spezies zu bestatigen. Fir diesen Zweck wurde die DNS der Isolate
mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) extrahiert und in einem Mix von 25 L

(12,5 pL ReadyMix Tag PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) 20 pmol Primer mix, 5 pL
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DNS-Extrakt und 5 yL H20 fiir Molekularbiologie (AppliChem, Darmstadt, Germany)) fir die PCR
angesetzt. Die Amplifikationsreaktion wurde im Mx3005P gPCR System Thermocycler (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) durchgeflihrt. Die PCR Produkte wurden im Anschluss mit Midori
Green Direct (Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, Germany) angeféarbt und im 2 %igen Agarosegel
bei 100 V fiir 2,5 h aufgetrennt.

Der Vergleich der Stamme wurde mit der Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) Methode durchgefiihrt.
Fur die DNS-Extraktion wurde das Bio-Rad CHEF Genomic DNA Plug Kit (BioRad, Munich, Germany)
nach Angaben des Herstellers verwendet, die Restriktion wurde 2 h mit 20 U Smal (New England Biolabs,
Frankfurt am Main, Deutschland) bei 25°C durchgefihrt. AnschlieRend wurden die Plugs mit 1 mL 0.5x
Tris-borate EDTA (TBE) Puffer (Roth, Karlsruhe, Germany) 30 min lang bei Raumtemperatur gewaschen
und in ein 1 %iges Agarosegel eingebettet. Die Fragmente wurden in einem Clamped Homogeneous
Electric Fields Dynamic Regulation System, bei einem festen Winkel von 120° (CHEFDR Il System, Bio-
Rad) aufgetrennt. Als Puffer diente ein kontinuierlich auf 14°C gekuhlter 0.5x TBE Puffer. Das Puls-
Zeiten-Profil betrug 1 bis 15 s fiir 11,5 h und 15 bis 45 s fiir 13,5 h bei 5V / cm (210 V). Das Gel wurde
schlieBlich mit Midori Green Advanced (Nippon Genetics Europe GmbH) nach Herstellerangaben gefarbt
und mit dem InGenius gel documentation system (Syngene, Cambridge, UK) visualisiert. Isolate, die

deckungsgleiche Bandenmuster aufwiesen wurden als identische Stamme definiert.

Ergebnisse

In 15 von 62 Betrieben konnten mindestens 5 klinische S. uberis — Mastitisfalle nachgewiesen werden.
Insgesamt 103 S. uberis — Umweltisolate wurden gesammelt. Die Umweltisolate konnten in 8 Betrieben
vor dem Melkstand und auf dem Treibeweg zur Weide isoliert werden. In 5 Betrieben konnten Isolate auf
den Stalltranken identifiziert werden, 3 der Betriebe wiesen S. uberis- Isolate im Zitzengummi, im
Ausgangsbereich des Melkstandes und in der Stalleinstreu auf. In zwei Betrieben konnten S. uberis-
Isolate auf den Weidetranken bestatigt werden. In einem Betrieb konnten keine S. uberis- Umweltisolate
detektiert werden (Tab. 2).

In einem Betrieb konnte ein S. uberis-Stamm aus einem Milchsekret vor dem Melkstand nachgewiesen
werden, auf zwei Betrieben konnte auf den Treibewegen zur Weide jeweils ein Isolat gefunden werden,
der identisch mit je einem Mastitisstamm des jeweiligen Betriebes war. Eines dieser Isolate konnte auf
einem der Betriebe gleich mit drei Mastitisfallen in Verbindung gebracht werden und das andere mit zwei
Mastitisfallen im Fundbetrieb.

Ein Isolat aus dem Zitzengummi konnte als identisch mit einem Isolat aus einem Mastitissekret identifiziert

werden. Ein Isolat von der Stalltranke konnte in einem Betrieb als Mastitiserreger in einem Fall bestatigt
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werden. In den Umweltproben von den Weidetranken, dem Melkstandausgang, Stalleinstreu und der
Liegeflache auf der Weide konnten keine mit den Mastitisisolaten identischen S. uberis - Stamme

nachgewiesen werden.
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Tabelle 2: Fundorte der Umweltisolate und Ubereinstimmungen mit den Mastitisisolaten

Farm Anzahl Isolate aus | Anzahl Probenahmepunkt
Milchsekreten Umweltisolate
(iibereinstimmende | (Ubereinstimmungen
Umweltisolate) /| mit Milchisolaten)
Anzahl Stimme aus
Mastitisisolaten’
A 14/13 1 Weidetranke
2 Wartebereich Melkstand
5 Melkstandausgang
B 7(2)/5 1(1) Treibeweg zur Weide
Cc 9 (N7 11(1) Zitzengummi
1(1) Stalltranke
D 7/4 2 Stalltranke
8 Wartebereich Melkstand
4 Treibeweg zur Weide
E 25 (1)13 4 Zitzengummi
4(1) Wartebereich Melkstand
4 Melkstandausgang
6 Stalleinstreu
F 11/6 1 Zitzengummi
1 Stalltranke
G 6/4 1 Stalltranke
3 Warteberich Melkstand
1 Melkstandausgang
4 Treibeweg zur Weide
1 Einstreu Stall
H 9/5 1 Treibeweg Weide
2 Liegeflache Weide
I 10/7 0?
J 6/3 1 Wartebereich Melkstand
K 7(3)/4 1 Stalltrdnke
1 Weidetranke
1 Wartebereich Melkstand
4(1) Treibeweg zur Weide
L 4/4 1 Treibeweg zur Weide
M 5/4 2 Treibeweg zur Weide
N 8/6 10 Wartebereich Melkstand
4 Treibeweg zur Weide
6 Einstreu Stall
o 6/2 4 Wartebereich Melkstand

leinige Isolate gehdrten demselben Stamm an; 2keine Umweltisolate nachgewiesen
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Zusatzlich konnten unter den Umweltisolaten unterschiedlicher Probenahmeorte identische Isolate
gefunden werden. In zwei Betrieben gab es einen Nachweis von je einem Stamm der sowohl im Bereich
vor und hinter dem Melkstand identifiziert wurde. Weiterhin konnte ein Stamm aus dem Bereich vor dem
Melkstand, in der Stalleinstreu und auf dem Treibeweg zur Weide gefunden werden, also auf einem
Betrieb in gleich drei Probenahmestellen. Ein weiterer Betrieb wies auf dem Treibeweg zur Weide einen
Stamm aus dem Bereich vor dem Melkstand auf. In einem Betrieb konnte ein Stamm von dem Treibeweg
zur Weide am Ausgang vom Melkstand gefunden werden und auf einem anderen Betrieb in der
Stalleinstreu. Es gab zwei unterschiedliche Einstreuisolate, die auf dem Treibeweg zur Weide
wiedergefunden werden konnten.

Es wurden keine Ubereinstimmenden S. uberis-Stamme zwischen den Betrieben nachgewiesen.
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Tabelle 3: Ubereinstimmende S. uberis-Stimme aus den Umweltproben

Farm | Anzahl Isolate / Anzahl Stimme Fundort identischer Stimme!
A 8/6 Wartebereich Melkstand (a,a)
Ausgang Melkstand (a)
112 kein Stammvergleich durchgefiihrt
1217 Zitzengummi? (b)

Stalltranke? (b)

Zitzengummi (c,c)
Zitzengummi (d,d,d,d)

D 14/11 Wartebereich Melkstand (e,e)
Wartebereich Melkstand (f,f)
Treibeweg Weide (g,9)

E 18/134 Zitzengummi (h,h)
Wartebereich Melkstand (i)
MekIstandausgang (i)
Wartebereich Melkstand(j)
Stalleinstreu (j)

Stalleinstreu (k,k k)

2/2 keine identischen Stamme

G 10/9 Melkstandausgang (1)
Treibeweg Weide (1)

H 3/2 Liegeflache Weide (m,m)

| keine Umweltisolate gefunden

J 11 kein Stammvergleich durchgefiihrt

K 7165 Treibeweg Weide (n,n)

L 11 kein Stammvergleich durchgefiihrt

M 2/2 keine identischen Stdmme

N 20/12 Wartebereich Melkstand (0,0,0,0)
Wartebereich Melkstand (p,p)
Wartebereich Melkstand (q)
Treibeweg Weide (q)
Stalleinstreu (q)
Wartebereich Melkstand (r)
Stalleinstreu (r)
Treibeweg Weide (s)
Stalleinstreu (s)

0 4/4 keine identischen Stdmme

ljieder Stamm wird durch einen eigenen Buchstaben benannt; 2der Stamm wurde in zwei Mastitisproben nachgewiesen; 3der
Stamm wurde in einer Mastitisprobe nachgewiesen;*eines der Isolate aus dem Wartebereich vor dem Melkstand (kein weiterer
Fund in der Umwelt) ist identisch mit einem Milchisolat; ein Isolat vom Treibeweg zur Weide stimmt mit drei Mastitisisolaten
uberein.
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3.1.2 Publikation 2: Recurrent mastitis — persistent or new infections?

Einleitung und Zielstellung

Wiederkehrende klinische Mastitiden machen bis zu 50 % aller Mastitiden in Deutschland aus (PICKER
2012, ZOCHE-GOLOB und SPILKE 2013). Wenn es sich bei den wiederkehrenden Mastitiden wiederholt
um den gleichen Erreger handelt, dann lassen sich persistierende Infektionen nicht mehr von
Neuinfektionen abgrenzen. Dabei unterscheiden sich die Mastitisbekdmpfungsstrategien erheblich je
nachdem, ob es sich um persistente oder neue Infektionen handelt. Eine persistente Infektion kdnnte
aufgrund einer ungeeigneten oder unzureichenden antibiotischen Therapie vorliegen, bei einer neuen
Infektion hat nach einer bakteriologischen Heilung eine nachfolgende Infektion stattgefunden. Somit ware
die resultierende MalBnahme bei persistenten Infektionen eine Anpassung der Therapie oder eine
Eliminierung der betroffenen Tiere aus der Herde. Eine Neuinfektion wird durch einen hohen Erregerdruck
beginstigt und es mulsste, anstatt einer Therapieanpassung, z. B. eine Verbesserung der
Betriebshygiene vorgenommen werden. Eine Information zu vorliegenden Infektionen auf Herdenebene
wirde helfen, die geeigneten Strategien zu finden und unnétige antibiotische Therapien, wie die Erh6hung
der Antibiotikadosis oder einen Einsatz der Cephalosporine der dritten oder vierten Generation oder
Fluorchinolonen (kritische Antibiotika nach TAHAV, Stand 21.2.2018) zu vermeiden.

Das Ziel dieser Studie ist es, eine molekularbiologische Stammvergleichstechnik einzusetzen, um
Neuinfektionen mit der gleichen Erregerspezies aus dem Pool der persistierenden Infektionen mit einem
gleichbleibend identischen Stamm abzugrenzen. Dabei soll ebenfalls untersucht werden, ob die

Persistenz einer Infektion ein erregerspezifisches Erscheinungsbild haben kann.

Material und Methoden

In drei norddeutschen Milchviehbetrieben wurden von 2011 bis 2015 Viertelgemelksproben von Tieren
mit klinischer Mastitis entnommen. Die Entnahme der Milchproben erfolgte durch die gemaf DVG (2009)
geschulten wissenschaftlichen Mitarbeiter. Eine klinische Mastitis wurde durch Flocken im Milchsekret,
Schwellung des Eutergewebes, Schmerzempfindlichkeit sowie erhohte Temperatur definiert. Alle
Milchproben wurden in Anlehnung an die DVG-Leitlinien (2009) untersucht. Daftr wurden 10 pl der
Milchprobe auf einem Viertel einer Askulin Blut Agar Platte (Oxoid, Wesel) ausgestrichen und bei 37°C
aerob inkubiert. Die Auswertung der Platten erfolgte nach 24 und 48 h. Die gewachsenen Kolonien
wurden zunachst anhand ihres Gram-Verhaltens und deren Fahigkeit zur Hamolyse und der
Askulinhydrolyse differenziert. Gram-positive, Katalase-positive Kokken (3 % H202, Merck, Darmstadt,

Germany) ohne zellgebundenen Koagulase (Clumping factor Test, DiaMondiaL Staph Plus Kit, Sekisui
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Virotech, Russelsheim, Germany) wurden als nicht-aureus-Staphylokokken (NAS) bezeichnet. Die R-
hamolysierenden Gram-positiven Kokken mit vorliegender zellgebundener Koagulase wurden als
Staphylococcus aureus ausgewiesen. Die Gruppe der Katalase-negativen, Gram-positiven Kokken
wurden als Streptokokken bezeichnet und im ersten Schritt mit Hilfe der Askulin-Hydrolyse differenziert.
Askulinspaltende Streptokokken wurden auf modifiziertem Rambach Agar nach Watts (1993) angesetzt,
R-Galactosidase bildende Mikroorganismen wurden als S. uberis und der Rest als Enterokokken
angegeben. Die Gruppe der Askulin-negativen Streptokokken wurde ihren serologischen Lancefield-
Gruppen (B, C und G) zugeordnet (DiaMondiaL Streptococcal Extraction Kit, Sekisui Virotech,
Russelsheim, Germany) und als Streptococcus (S.) agalactiae, Streptococcus (S.) dysgalactiae und
Streptococcus (S.) canis benannt. Gram-positive, Katalase-negative, Askulin-negative unregelmaRige
Stabchen mit feiner R-Hamolyse wurden als Trueperella (T.) pyogenes identifiziert. Als Coryneforme
wurden dagegen Gram-positive, Katalase-positive unregelmalige Stabchen bezeichnet. Die Gram-
negativen Stabchen wurden initial anhand ihrer Fahigkeit zur Glukoseverwertung unter aeroben und
anaeroben Bedingungen differenziert (Glukose zugesetzter OF-Test, Merck, Darmstadt). Die strikt
aeroben Cytochrom C Oxidase positiven Kolonien (Bactident Oxidase, Merck, Darmstadt, Germany)
wurden als Pseudomonaden ausgegeben. Die fermentativen, unbeweglichen Gram-negativen Stabchen
wurden als Klebsiella spp. angegeben, die beweglichen dagegen wurden auf dem Chromocult® Coliform
Agar (Merck, Darmstadt, Germany) ausgestrichen, um zwischen Escherichia (E.) coli und sonstigen
coliformen aus der Gesamtheit der Enterobacteriaceae zu unterscheiden. Hefen und Prototheken wurden

nach ihrer Zellmorphologie mit Hilfe der Gram-Farbung mikroskopisch identifiziert.

Die Proben wurden als kontaminiert ausgegeben, wenn mehr als zwei morphologisch unterschiedliche
Kolonien in einem Ausstrich gewachsen waren. Aus kontaminierten Proben wurden die kuhassoziierten
Erreger S. aureus, S. dysgalactiae und T. pyogenes dennoch isoliert. Alle Isolate wurden bei -80°C in
Hirn-Herz Bouillon (Merck, Darmstadt) unter Zusatz von 20 % Glycerin bis zur weiteren Untersuchung

gelagert.

Eine Symptomfreiheit von 14 Tagen zwischen den klinischen Erkrankungen wurde als Zeitraum
festgelegt, um das Auftreten zweier Mastitiden im identischen Tier und Viertel als eigenstandige
Erkrankungen zu betrachten (BARKEMA et al. 1998, DOPFER et al. 1999, SCHUKKEN et al. 2010).

Wenn ein Tier mit demselben Erreger auf demselben Viertel erkrankt war wie in der vorhergehenden
Infektion, dann wurde ein Stammvergleich der Isolate aus den Fallen mit der Random Amplified
Polymorphic DNA Polymerase Chain Reaction (RAPD PCR) durchgefiihrt. Dafir wurde die bakterielle
DNS mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany) durchgefthrt. Die

gewonnene DNS wurde zu 5 pl in einem 25 pL Mix mit 12.5 yL ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix
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(Sigma-Aldrich, Munich, Germany), 20 pmol Primer (Tab. 4) und reinem Wasser flir die Molekularbiologie

angesetzt.

Tabelle 4: Auflistung eingesetzter RAPD-Primer

Spezies RAPD- Primersequenz 5°-3 Quelle
Primer

S. aureus Primer C CGGGGGACTGTTGGGCGCCATCT | DAMIANI et al. 1996
NAS Primer C CGGGGGACTGTTGGGCGCCATCT | DAMIANI et al. 1996
Coliforme 256 AACGCGCAAC PACHEO et al. 1996
E. coli 256 AACGCGCAAC PACHEO et al. 1996
S. uberis OPE 04 GTGACATGCC GILLESPIE et al. 1998
S. dysgalactiae OPE 04 GTGACATGCC GILLESPIE et al. 1998
T. pyogenes Primer A CTGGCGGCTTG HIJAZIN et al. 2013

Fur die Temperaturflihrung wurde der Thermocycler Mx3005P qPCR System (Agilent, Santa Clara,
California, USA) verwendet. Die PCR-Produkte wurden anschliefend mit MIDORIGreen® Direct
(NIPPON Genetics Europe GmbH, Diren, Germany) gefarbt und in 2 %igen Agarosegel separiert.

Identische Bandenmuster wurden als ein Stamm definiert.

Fur die statistische Analyse wurde der Chi-quadrat-Test (x2) mit SPSS 25.0 (IBM SPSS 25.0.0.0.,

Armonk, USA) eingesetzt. Die Ergebnisse unter einem p-Wert von 0,05 wurden als signifikant angegeben.

Ergebnisse

Von 2043 untersuchten klinischen Mastitiden waren 1598 Erstfalle, 445 waren wiederkehrende Falle
innerhalb einer Laktation. In 145 der wiederkehrenden Falle konnte derselbe Erreger wie aus der
vorhergehenden Infektion isoliert werden. Als identischer Stamm wie in der vorhergegangenen Infektion
konnten 49 (11 % aller 445 wiederkehrender Falle) mit der RAPD PCR bestéatigt werden (Abb. 1).
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Abbildung 1: Aufteilung der wiederkehrenden klinischen Mastitisfalle

*kein Stammvergleich durchgefiihrt

S. uberis war der am haufigsten isolierte Erreger (Tab. 5), gefolgt von E. coli, S. aureus, NAS, S.
dysgalactiae, sonstigen Coliformen und T. pyogenes als den seltensten. T. pyogenes war innerhalb seiner
Spezies mit 37,5 % der am haufigsten aus den persistenten Infektionen nachgewiesene Erreger (37,5
%), diese Falle beschrankten sich auf zwei Tiere. Der kuhassoziierte Mastitiserreger S. aureus war
innerhalb seiner Spezies der zweitmeistvertretene (29,0 % aller wiederkehrenden S. aureus Infektionen
enthielten einen identischen Stamm) gefolgt von E. coli (28,9 %), S. dysgalactiae (25,0 %) und S. uberis
(14,8 %). Die Anzahl der kontaminierten Proben betrug 10,9 % und 23,4 % der untersuchten Proben
zeigten kein Erregerwachstum. Die Verteilung der wiederkehrenden und der persistenten Infektionen war
von Spezies zu Spezies signifikant unterschiedlich (p < 0.05). S. aureus zeigte die hdchste
Wiederkehrrate (27 %) und die hdchste Persistenzrate (29 %). S. uberis wies eine ahnliche
Wiederkehrrate wie S. aureus (24 % aus allen S. uberis-Féllen), jedoch eine erheblich geringere
Persistenzrate (14,8 %) auf. Somit ist jeder dritte wiederkehrende S. aureus-Fall und jeder siebte
wiederkehrende S. uberis-Fall eine persistente Infektion. Finf der Tiere (zwei in zweiter, zwei in dritter
und eine in vierter Laktation) wiesen mehrere Infektionen mit demselben S. uberis-Stamm hintereinander
auf. Bei einer mit E. coli infizierten Kuh (dritte Laktation) konnte gleich in 5 nachfolgenden Infektionen

derselbe Stamm identifiziert werden.
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Tabelle 5: Verteilung der Falle nach Spezies

Spezies Klinische Erstfille  Wiederkeh Selbe Selber n.u.” (%
Mastitisfalle (% aus  rende Félle  Spezies  Stamm wie aus
(% aus allen allen (% aus wie im im wieder-
Fallen) Féllen) allen vorherigen vorherigen kehrenden
Féllen) Fall (% aus Fall (% aus Fallen)
wieder- wieder-
kehrenden kehrenden
Féllen) Féllen)
S. uberis 592 450 142 88/142 2111422 24/142
(100 %) (76 %) (24 %) (62 %) (14,8 %) (16,9 %)
E. coli 306 261 45 25/45 13/45° 2/45
(100 %) (85,3 %) (14,7 %) (55,6 %) (28,9 %) (4,4 %)
S. aureus 115 84 31 23/31 9/31¢ 3/31
(100 %) (73 %) (27 %) (74,2 %) (29 %) (9,7 %)
nicht -aureus 69 61 8 1/8 0 0
Staphylokokken (100 %) (88,4 %) (11,6 %) (12,5 %)
S. dysgalactiae o7 45 12 4/12 312 0
(100 %) (79 %) (21 %) (33,3 %) (25 %)
Sonstige  Coliforme 54K 44K 10K 3/10Ks 0 0
(auBer E. coli) (100 %) (81,5 %) (18,5 %) (30 %)
T. pyogenes 36 28 8 4/8 3/8¢ 1/8
(100 %) (77,8 %) (22,2 %) (50 %) (37,5 %) (12,5 %)
kein Wachstum 479 370 109
(100 %) (77,2 %) (22,8 %)
kontaminiert™ 222 171 51
(100 %) (77 %) (23 %)
andere’ 113 84 29
(100 %) (74,3 %) (25,7 %)
Gesamt 2043 1598 445
(100 %) (78,2 %) (21,8 %)

‘Bacillus spp., Coryneforme, Enterokokken, Pseudomonaden., Prototheken, Hefen, kein Stammvergleich durchgefiihrt; “mehr
als zwei unterschiedliche Kolonien; “n. u.=nicht untersucht; Klebsiella spp. (n=14);*Klebsiella spp. (n=12); K"Klebsiella spp.
(n=2); ksKlebsiella spp. (n=0); afinf Tiere mit zwei Fallen hintereinander; b ein Tier hatte fiinf Falle hintereinander, ein Tier hatte
zwei Falle; czwei Tiere hatten zwei Félle hintereinander; ¢ein Tier hatte zwei Falle hintereinander
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3.1.3 Publikation 3: Mikrobiologische Mastitisdiagnostik fiir jeden Anlass [Microbiological
mastitis diagnostics for every occasion].

Einleitung und Zielstellung

Die mikrobiologische Mastitisdiagnostik muss zielgerichtet angewendet werden, um als wesentlicher
Bestandteil der Mastitisbekampfung mdglichst gut funktionieren zu kdnnen. Inzwischen gibt es eine Reihe
diagnostischer Methoden, die auf verschiedenen Probenahmeebenen Anwendung finden kénnen und
unterschiedlichen Fragestellungen im Bereich der Mastitisbekdmpfung dienen. Dabei ist es wichtig die
passende Methode oder Methodenkombinationen entsprechend der Fragestellung zu wahlen, die Kosten
und den Nutzen abzuwéagen, die Ergebnisse methodengerecht zu interpretieren und daraus resultierende
MaBnahmen einzuleiten. Ist die Methode nicht adaquat gewahlt, so leidet die Entscheidungsfindung der
MaRnahmen und somit auch das Tierwohl und die Wirtschaftlichkeit.

Die Publikation gibt eine Ubersicht iiber die Anwendungsoptionen mikrobiologischer Methoden im
Rahmen der Mastitisbekampfung. Dabei werden epidemiologische und therapeutische Fragen zu den fir

die Eutergesundheit relevanten Mikroorganismen bericksichtigt.

Probenahmeebene

Da das einzelne Driisenviertel das infizierbare Kompartiment ist, ist eine Viertelgemelksprobe immer
richtig. Soll mit der Untersuchung nur die Anwesenheit bestimmter Mikroorganismen ausgeschlossen
werden (Einzeltier bei Ankauf oder Herde nach Sanierung), konnen andere Probeebenen (Einzelgemelk,
Tankmilch) sinnvoll sein (KROMKER et al. 2018).

Kulturelle Diagnostik

Zu der klassischen mikrobiologischen Mastitisdiagnostik in Deutschland zahlt die kulturelle Diagnostik.
Die meisten Mastitis-Milchproben in Deutschland werden von spezialisierten Laboratorien mit der
kulturellen Diagnostik auf mesophile aerobe Mikroorganismen untersucht. Dabei orientieren sich die
Labore an den Leitlinien zur Entnahme von Milchproben unter antiseptischen Bedingungen und Leitlinien
zur Isolierung und ldentifizierung von Mastitiserregern. Diese Leitlinien sind von der Deutschen
Veterinarmedizinischen Gesellschaft e.V. (2009) herausgegeben und zuletzt 2018 aktualisiert worden.
Hierzu werden nicht-selektive Medien eingesetzt, auf denen, mit Ausnahme der anspruchsvollen
Mykoplasmen und der langsam wachsenden atypischen Mykobakterien, die iblichen aerob anzlichtbaren
Mastitiserreger innerhalb von 72 Stunden wachsen (DVG 2018). Der Erregerbefund héngt stark von dem
Untersuchenden und der diagnostischen Tiefe ab. Die diagnostische Tiefe ist variabel und muss den
Anspriichen und der Wirtschaftlichkeit gerecht werden. Die umweltassoziierten Erreger werden

gelegentlich in Gruppen angegeben anstatt bis zur Gattungs- oder Speziesebene ausdifferenziert zu
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werden. Dennoch ist die Vergleichbarkeit der Befunde unter den deutschen Laboratorien im Hinblick auf
den Nachweis der kuhassoziierten Erreger sehr gut (THO SEETH und KROMKER 2020). Die klassische
kulturelle Diagnostik eignet sich vor allem fiir die Probenuntersuchung auf Viertelebene, sie ist wichtig flr
die Analyse der Herdenepidemiologie und bildet eine Basis flir Behandlungsplane. Die kulturelle
Diagnostik bietet des Weiteren durch die Gewinnung von Koloniematerial die Maéglichkeit einer
Resistenzpriifung, sowie einer weiterflihrenden massenspektrometrischen (MALDI TOF) oder ggf.
molekularbiologischen Untersuchung. Die kulturelle Methode ist durch die Wahl der Anzuchtparameter,
die vorausgesetzte Vermehrungsfahigkeit der Mikroorganismen und die Innokulationsmenge limitiert. Um
die Identifizierung der Erreger aus dem Milchsekret nicht zu verfalschen ist eine kontaminationsfreie

Probenahme essentiell.

Kulturelle on-farm Diagnostik

Dieser Methode liegt ein Schnelltest zu Grunde, der von keinem spezialisierten Laboratorium
durchgefihrt werden muss. Die kulturelle on-farm Diagnostik ist ebenfalls durch die Wahl der
Anzuchtparameter, die vorausgesetzte Vermehrungsfahigkeit der Mikroorganismen und die
Innokulationsmenge limitiert. Zusatzlich weist der Test eine sehr geringe diagnostische Tiefe (z. B. Gram-
| Gram+) auf und kann keine Probenkontamination ausweisen, aus diesem Grund darf die Methode nicht
auf Dauer allein fiir die Uberwachung des epidemiologischen Status der Herde genutzt werden. Der Test
kann von dem Landwirt vor Ort auf Viertelebene angewendet werden und dient einer schnellen
therapeutische Entscheidungsfindung. Die Wartezeit vom Probenversands bis zur Befunderstellung

entfallen.

PCR-Diagnostik

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Methode. Sie weist die DNS der sowohl
lebenden als auch toten Mikroorganismen nach. Bei dieser Untersuchung kann nur die DNS
nachgewiesen werden, nach der man gezielt sucht. Der Methode liegen zwei Hauptschritte zu Grunde:
im ersten Schritt wird die Erreger-DNS aus dem Medium Milch und der Erregerzelle extrahiert und
aufgereinigt. Dieser Schritt ist aufwandig, da viele das Verfahren storende Bestandteile wie Fett, Proteine
und ggf. Blut mit moglichst niedrigem DNS-Ausbeuteverlust entfernt werden missen. Im zweiten Schritt
wird die extrahierte und aufgereinigte DNS vervielfaltigt. Es gibt diverse Kits auf dem Markt, die auf
Mastitis-Erreger-Diagnostik ausgerichtet sind. Die Kits bieten unterschiedliche Konstellationen zum
Nachweis von Erregern (kuhassoziiert / umweltassoziiert). In einem Ansatz findet man haufig bis zu 4
Erregerkonstellationen. Interessant sind dabei die kuhassoziierten Erreger und speziell die langsam
wachsenden und bei Transport weniger stabilen Mykoplasmen. Dennoch ist die Nachweisgrenze
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vegetativer Mikroorganismen nicht niedriger als die der kulturellen Methode. Diese Methode eignet sich
fir Einzelgemelk- und Viertelanfangsgemelksuntersuchungen zur Haupterregerbestimmung flir
Merzungs- und Therapiemalnahmen, so wie fiir Ankaufsentscheidungen.

Die kulturelle und die PCR-Diagnostik lassen sich kombinieren um die Nachweisgrenze zu senken, wenn
es sich um Poolproben handelt, bei denen mit einer Verdinnung der gesuchten Erreger zu rechnen ist.
Dabei kommen selektive Nahrmedien zum Einsatz. Der gesuchte Erreger kann in einer Bouillon selektiv
angereichert und im Anschluss mittels der PCR nachgewiesen werden. Diese Methode ist fur die

Untersuchung der Herdensammelmilch mit dem Ziel der Einschatzung des Herdenstatus gut geeignet.

Stammvergleich

Aulerhalb von  wissenschaftlichen  Forschungsarbeiten  sind ~ Stammvergleiche — geeignet
Verbreitungswege von Mikroorganismen innerhalb einer Herde zu ermitteln. Des Weiteren kdnnen sie
eine Hilfestellung zur Unterscheidung zwischen kontagiésen und nichtkontagiosen Infektionsverlaufen
sein. Bei kontagioser Infektion werden einzelne Mikroorganismenstamme aus infizierten Tieren oder aus
Umwelthotspots an andere Tiere (bertragen. Gelegentlich treten kontagiose Verlaufe bei
,Umwelterregern®, z. B. bei Sc. uberis, auf (ZADOKS et al. 2003, WENTE et al. 2019a). Die alleinige
Kenntnis der relevanten Bakterienspezies fiihrt hier nicht zu den richtigen Entscheidungen in der
Bekampfung. Bei nichtkontagidser Infektion nehmen Tiere Mikroorganismen aus der Umwelt auf, geben
diese aber nicht oder nur geringfigig an andere Tiere weiter. In Betriecben mit solch einem
Infektionsmuster sind zumeist viele verschiedene Stdmme einer Art im Betrieb vorhanden. In diesen
Fallen sind zur Verbesserung der Herdengesundheit die Uberpriifung und Optimierung der Hygiene
zumeist zielflihrend (DVG 2012).
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3.2 Zusammenfassende Diskussion und Einordung der Ergebnisse

3.2.1  Studienablauf und Studiendesign

Das Ziel dieser Arbeit war es, unter Anwendung von Stammvergleichstechniken Informationen zur
Ubertragung von S. uberis, einem der bedeutendsten Mastitiserreger, zu gewinnen (Publikation 1), den
Anteil an Neuinfektionen von rezidivierenden Mastitiden erregerspezifisch zu bestimmen (Publikation 2)
und anschlieBend anhand der gewonnenen Daten zu beurteilen, inwieweit die
Stammvergleichsmethoden bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen zur Mastitisbekampfung beitragen
kénnen.

Im ersten Teil der Arbeit (Publikation 1) wurden S. uberis Isolate klinischer Mastitiden mit solchen aus der
Umwelt der Tiere verglichen. Daflr wurden nach vorhergehender Recherche acht besonders
frequentierte Bereiche im Umfeld der Tiere ausgewahlt und in 15 Betrieben mit mindestens flnf
nachgewiesenen S. uberis-Mastitiden beprobt. Die Isolate aus der Umwelt und aus den
Mastitismilchproben wurden anschlielend unter Anwendung der Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) Methode untersucht und miteinander verglichen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden bei wiederkehrenden klinischen Mastitiden in Féllen einer Infektion mit
derselben Spezies die Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) PCR Methode zum Vergleich der
Isolate auf Stammebene eingesetzt (Publikation 2). Dafir wurden Isolate aus aufeinanderfolgenden
klinischen Mastitiden gesammelt und bei Folgenachweis derselben Spezies auf Stammebene verglichen.
Die dritte Publikation (Publikation 3) liefert einen Uberblick tiber die in der Mastitisdiagnostik eingesetzten

Methoden und erldutert deren Funktion bei der Mastitisbekampfung.

3.2.2 These I: Streptococcus uberis ist ein umweltassoziierter Mastitiserreger

In der vorliegenden Arbeit wurde das epidemiologische Verhalten von S. uberis unter Anwendung der
PFGE untersucht. Dabei sollte die These, dass S. uberis ein umweltassoziierter Erreger ist, untersucht
werden. Eine hohe Stammvielfalt des Erregers in einem Betrieb deutet auf ein umweltassoziiertes
Verhalten hin und eine geringe Stammdiversitat auf ein kuhassoziiertes. Zu diesem Zweck wurde die
Stammdiversitat von S. uberis aus Mastitis-Fallen in vielen Milchviehbetrieben untersucht. JAYARAO et
al. (1993) haben bereits gezeigt, dass zwischen den klinischen Fallen in einem Betrieb weniger S. uberis-
Stammvariationen vorkommen als zwischen subklinischen Mastitiden. Deshalb wurden in dieser Studie

ausschlieflich klinische Mastitisfalle untersucht.
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Die Untersuchungstechniken der Studie basieren auf zahlreichen Methoden, die Folge der Vielfalt der
genommenen Proben (fliissige Probe, stlickiges Material oder Oberflache) sind. Fir die Untersuchung
wurden abhangig von der Probenart unterschiedliche Probenahmetechniken verwendet. Daraus ergeben
sich unterschiedliche Nachweisgrenzen. Es wurde eine Probe pro Probenahmepunkt genommen, was
die Wahrscheinlichkeit einer Detektion relevanter Isolate beeinflussen kann. Um die Aussagekraft der
Probe zu starken, erfolgte die Probenahme mdglichst an einer Stelle des Probenahmebereiches, wo die
standige Durchmischung des Probenmaterials durch die Bewegung der Tiere besonders hoch war.

Fur die Untersuchung der Milch- und Umweltproben mussten unterschiedliche Nahrmedien verwendet
werden. Die Mastitismilchproben beinhalten optimalerweise eine Reinkultur des Erregers, die
Umweltproben dagegen beherbergen ein groes Spektrum an Mikroorganismen. Deshalb ist es der
Einsatz der selektiven Medien bei der Untersuchung der Umweltproben unabdingbar. Fir den
Stammvergleich der gewonnenen Isolate wurde die PFGE Methode angewandt. Diese Methode zeigt laut
GILLESPIE und OLIVER (2004) ein hoheres Differenzierungspotential und kann S. uberis besser
differenzieren als andere Methoden. Die PFGE-Methode basiert auf der Restriktion der DNS durch
spezielle Enzyme und der anschlieRenden Auftrennung der entstandenen DNS-Fragmente nach ihrer
GroRe im pulsierenden elektrischen Feld. Das Resultat ist ein Gelbild mit Bandenmustern. Die
Deckungsgleichheit der Bandenmuster einzelner Isolate einer Spezies ist entscheidend fiir die Aussage
(iber deren genetische Ahnlichkeit unter einander. Die Auswertung erfolgt durch die An- und Abwesenheit
einzelner Banden unter den untersuchten Isolaten. Die Isolate einer Spezies mit gleichen Bandenmustern
werden als ein Stamm bezeichnet und bilden somit eine Untereinheit einer Spezies. TENOVER et al.
(1995) interpretieren Isolate einer Spezies mit deckungsgleichen Bandenmustern als ursachlich fiir einen
Ausbruch im Betrieb. In der vorliegenden Arbeit wurden Isolate einer Spezies mit identischen
Bandenmustern, also einem Unterschied von null Banden, als ein Stamm definiert. Mit diesem Kriterium
wird die Aussage Uber die Vielfalt der Stdmme streng bewertet.

OLIVER et al. (1998) haben gezeigt, dass Isolate aus einer Milchprobe ein identischer Stamm sind,
deshalb wurde nur eine Kolonie S. uberis aus der Milchprobe fir die PFGE eingesetzt. DOUGLAS et al.
(2000) haben aus Milchprobenduplikaten identische S. uberis Stamme mittels der PFGE identifiziert. Des
Weiteren haben PRYOR et al. (2009) gezeigt, dass bei einer Injektion von einem Mix aus funf S. uberis
Stammen in ein Euterviertel, sich ein Stamm in 7 von 10 infizierten Vierteln durchsetzen kann. Aus jeder
der Umweltproben wurden nach Madglichkeit bis zu 20 S. uberis- Isolate entnommen und analysiert. Laut
der Studie von DOPFER et al. (2008) werden 2 bis 20 Isolate bendtigt um alle Stamme, die in einer
Umweltprobe enthalten sind, zu beriicksichtigen (Cl 95 %).

Die Proben klinischer Mastitisfalle wurden vor der Beprobung der Umwelt bis zu ein Jahr gesammelt, so
dass zwischen der ersten Untersuchung eines S. uberis Isolates aus der Milch und der
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Umweltprobenahme bis zu ein Jahr liegen kann. Ein langer Zeitraum kann zu einer Eliminierung eines
Stammes aus dem Betrieb oder seiner genetischen Veranderung flihren. MCDOUGALL et al. (2004)
konnten mittels der PFGE-Methode eine S. uberis-Infektionsdauer bis zu 278 Tagen nachweisen.
ZADOKS et al. (2003) wiesen mit Hilfe der RAPD-Methode bis zu 309 Tage andauernde S. uberis-
Infektionen nach. Somit ist, trotz der langen Zeitspanne nicht ausgeschlossen, dass der ursachliche
Stamm im Betrieb Uberdauert und mit der Stammvergleichsmethode identifiziert werden kann. WENTE
und KROMKER (2020) konnten, ebenfalls mittels der PFGE- Methoden nachweisen, dass ein
Streptococcus dysgalactiae - Stamm Uber ein Jahr in einem Betrieb Uberdauern kann.

Die Umweltprobenahmepunkte wurden gemal den bisherigen Nachweisen der Literatur entnommen
(Tab. 1). Zusatzlich wurde der Wartebereich vor dem Melkstand ausgewahlt. Dieser Bereich ist stark
frequentiert und ist manchmal mit der Milch der Tiere, die vor dem Melken die Milch laufen lassen
kontaminiert. Die Beprobung der Zitzengummis wurde durchgefiihrt um die Ubertragung wéhrend des
Melkens und somit den kuhassoziierten Charakter von S. uberis zu untersuchen (SMITH und HOGAN
1993).

S. uberis-Isolate konnten in allen der 8 ausgewahlten Umweltprobenahmepunkten nachgewiesen
werden. In vier dieser Punkte konnten S. uberis Stamme isoliert werden, die identisch mit denen aus der
Mastitisprobe waren (Wartebereich Melkstand, Zitzengummi, Stalltranke, Treibeweg zur Weide; Tab. 2).
Dieses Ergebnis zeigt, dass S. uberis in den Bereichen mit hoher Frequenz der Tiere zu finden ist und S.
uberis einen umweltassoziierten Charakter aufweist. Es scheint naheliegend, dass diese Stellen in der
Umwelt als Reservoir flr S. uberis dienen. Dennoch ist es nicht ausgeschlossen, dass, vice versa, diese

Stellen in der Umwelt der Tiere von der infektiosen Milch der Tiere kontaminiert werden.

Der Fund eines Mastitisstammes im Zitzengummi (Betrieb C) ist im Einklang mit der Arbeit von ZADOKS
et al. (2003), in der nach dem Melken S. uberis-infizierter Tiere S. uberis in den Zitzengummis
nachgewiesen werden konnten. Dabei ist es nicht erwiesen ob die Kontamination aus dem Euterinneren
stammt, dennoch kénnte dieser Nachweis ein Hinweis auf eine Ubertragung beim maschinellen
Milchentzug sein. Dieser Stamm konnte ebenfalls von der Oberflache einer Stalltrdnke isoliert werden.
Der Zeitraum zwischen dem Nachweis des Stammes aus dem Milchsekret und der Umweltprobe betrug
zwei Monate. Ein weiterer Hinweis auf eine kuhassoziierte Ubertragung ist eine geringe Stammvielfalt
des Erregers innerhalb eines Betriebes. In dieser Studie konnte im Betrieb O in 4 von 6 Mastitisfallen
derselbe Stamm nachgewiesen werden. DAVIES et al. (2016) haben ebenfalls Gberwiegend identische
S. uberis Stamme bei klinischen Mastitiden gefunden. ZADOKS et al. (2001) haben einen S. uberis-
Ausbruch analysiert und Hinweise auf eine kuhassoziierte Ubertragung gefunden. Auch bei Dominanz
eines Stammes innerhalb eines Betriebes kann eine Ubertragung aus der Umwelt nicht ausgeschlossen
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werden. Im Fall vom Betrieb O konnte nur aus einem Umweltprobenahmepunkt (Wartebereich vor dem
Melkstand) S. uberis isoliert werden, dieses Isolat stimmte mit keinem Mastitis-Isolat Gberein. Es kann
ferner nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Bereiche in der Umwelt mit S. uberis vorliegen, die
nicht beprobt wurden oder in denen eine einzelne Probe pro Probenahmepunkt nicht ausreichend war.
Dennoch bekraftigen die Studien von OLIVER et al. (1998) und ZADOKS et al. (2003) diesen Fund.
OLIVER et al. (1998) haben in einer Untersuchung von S. uberis- Mastitiden, in einer Nicht-Ausbruchs-
Situation, verstarkt identische Mastitisstamme nachgewiesen, ZADOKS et al. (2003) konnten ebenfalls
Mastitiden mit einem vorherrschenden Stamm feststellen. Des Weiteren haben PRYOR et al (2009)
gezeigt, dass S. uberis — Mastitisstamme mit pathogenen Attributen in der Milchdriise gegentber anderen

Stammen dominieren konnen.

In 5 von 14 Betrieben konnten innerhalb des Betriebes an unterschiedlichen Orten in der Umwelt
identische Stamme gefunden werden (Tab. 3). Das zeigt, dass S. uberis von einem Punkt zum anderen
innerhalb eines Betriebes Ubertragen wird und deshalb ein Stamm unterschiedliche Infektionsquellen
haben kann. ZADOKS et al. (2005) haben gezeigt, dass die Kotverteilung eine Rolle als S. uberis-
Ubertrager spielt. Treibewege und Wartebereiche kénnen Kot und Schlamm aufweisen, beides ist fliissig
und kann durchaus das Euter direkt vor oder nach dem Melken, wahrend die Tiere vor dem Melkstand
warten oder den Melkstand verlassen, kontaminieren. Dabei konnen die Zitzenkanale bereits oder immer
noch offen sein, so gelangt der Erreger unter erleichterten Bedingungen durch den Zitzenkanal
(KROMKER et al. 2014). In der Arbeit konnten in zwei Betrieben (B und K) Mastitisstamme auf den
Treibewegen nachgewiesen werden, im Betrieb K wurde der Stamm vom Treibeweg gleich in 3 von 7
Mastitisproben identifiziert. Der Zeitraum zwischen der Probenahme des Milchsekretes und dem
Nachweis der dazugehdrigen S. uberis-Isolate aus der Umwelt betrug bei dem Betrieb K ein Monat (ein
Mastitisisolat) und 6 Monate (zwei Mastitisisolate), bei dem Betrieb B waren es 5 Monate und ein Jahr (je
ein Mastitisisolat).

Im Wartebereich vor dem Melkstand konnte im Betrieb E ein Mastitisstamm nachgewiesen werden. Der
Zeitraum zwischen dem Nachweis dieses Stammes im Milchsekret und der Umweltprobe betrug zwei
Monate. Insgesamt wurden die meisten Umweltisolate aus dem Wartebereich vor dem Melkstand isoliert
(Tab. 2). Den Wartebereich passieren alle laktierenden Tiere der Herden, dort findet sich der Kot, Urin
und ggf. die laufende Milch der Tiere. Die Bewegung der Kihe beginstigt das Spritzen der
Ausscheidungen. Ebenfalls ist es mdglich, dass das Abwasser vom Abspritzen der Melkplatze aus dem
Melkstand (Milch, Kot, Urin gemischt mit Wasser) in den Wartebereich gelangt. S. uberis kann
verhaltnismalig hohe Konzentrationen im Milchsekret infizierter Tiere aufweisen (TASSI et al. 2013,

HAMEL et al. 2020) und somit eine hohe Menge an S. uberis in die Umwelt freigeben. S. uberis-Stamme,
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die im Wartebereich vor dem Melkstand gefunden wurden konnten gleich in zwei Betrieben (A und E)
ebenfalls im Ausgangsbereich des Melkstand detektiert werden. Im Betrieb E konnte ein weiterer Stamm
aus dem Wartebereich des Melkstandes in der Einstreu festgestellt werden. Im Betrieb N konnten sogar
gleich zwei unterschiedliche Stamme aus dem Wartebereich im Melkstand in der Einstreu nachgewiesen
werden (Tab. 3), einer dieser Stamme wurde sogar ein drittes Mal im Betrieb auf dem Treibeweg zur
Weide nachgewiesen. Die Funde der Isolate haufen sich im Wartebereich vor dem Melkstand, was auf
die Bedeutung dieses Ortes bei der S. uberis Ubertragung hindeutet. Zudem weisen die Befunde drauf
hin, dass dieser Ort eine Verbindung zwischen den Fundorten sein kann. Der Wartebereich vor dem
Melkstand und auch der Treibeweg zur Weide konnten eine wesentliche Rolle in der Verbreitung
pathogener S. uberis Stdmme spielen. Es konnten identische Isolate im Wartebereich vor dem Melkstand,
dem Melkstandausgang und der Einstreu nachgewiesen werden. Diesen Umweltbereichen sollte bei der

S. uberis-Mastitispravention sowie -Mastitisbekampfung besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden.

Beim Vergleich aller Stimme zwischen den einzelnen Betrieben konnten keine Ubereinstimmungen
festgestellt werden, das deutet drauf hin, dass jeder Betrieb seine eigene spezielle Stammvielfalt aufweist.
Die Studien von DOUGLAS et al. (2000) und MCDOUGALL et al. (2004) kamen ebenfalls zu derselben
Aussage. Die Konstellation der Orte mit dem S. uberis-Nachweis und die Variabilitat der Mastitisstamme
zeigen sich ebenfalls betriebsindividuell, daraus lasst sich ableiten, dass erst ein betriebsindividueller S.
uberis-Stammvergleich Informationen zur Ubertragung von S. uberis liefert. Beispielsweise zeigte der
Betrieb A der vorliegenden Studie eine hohe Vielfalt der Mastitisstdamme und der Betrieb O dagegen eine
sehr geringe (Tab. 2), der Befund zeigt im Betrieb O eine deutlich kontagidsere Ubertragung mit einem
besser an das Euter angepassten Stamm als in Betrieb A an.

Abschliefend kann ebenfalls festgehalten werden, dass in jedem der Probenahmepunkte, die durch
Literaturrecherche aus vorhergehenden Arbeiten ausgewahlt wurden, S. uberis nachgewiesen werden
konnte. An einigen Probenahmestellen wurden zusatzlich Mastitisstamme isoliert. Deshalb sollte bei der
S. uberis-Mastitisbekampfung die Hygiene der Bereiche vor dem Melkstand, der Treibewege und der
Tranken besonders beachtet werden. Der Nachweis von S. uberis-Mastitisstdammen aus der Umwelt der
Tiere konnte in einem Zeitraum bis zu einem Jahr festgestellt werden. S. uberis kann demzufolge lange
in einem Betrieb Uberdauern. Die These, dass Streptococcus uberis ein umweltassoziierter
Mastitiserreger ist und verbesserter Hygiene im Liege- und Laufbereich der Tiere helfen kann die durch
den Erreger verursachten Mastitiden zu reduzieren, konnte somit nur teilweise bestatigt werden. Jeder
Betrieb weist andere Stdmme auf. In jedem Betrieb kdnnen andere Bereiche im Betrieb die
mastitisauslosenden S. uberis Stamme beherbergen. Somit muss die Mastitisbekdmpfung
betriebsindividuell sein.
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3.2.3 These Il: Bei wiederkehrenden klinischen Mastitiden handelt es sich haufig um
Neuinfektionen

Fur die Untersuchung der wiederkehrenden Mastitiden wurden 2.043 klinische Mastitisfalle betrachtet.
1.598 der Falle waren Erstfalle und 445 wiederkehrende Falle in der Laktation. 145 der Falle wiesen
anhand der ublichen Mastitisdiagnostik gemaR DVG dieselbe Erregerspezies wie im vorangegangenen
Fall auf. Diese Falle waren bei konventioneller kultureller Untersuchung als persistierende Falle eingestuft
worden. Mit der RAPD PCR Methode wurden davon jedoch nur 49 der Félle als persistierend bestéatigt.
Dieses Ergebnis berticksichtigt nicht die Falle einer Reinfektion mit demselben Stamm, somit kann die
Zahl der tatséchlich persistierenden Falle noch geringer ausfallen. BAR et al. (2008) haben ermittelt, dass
die Halfte aller wiederkehrenden Mastitiden von derselben Erregerspezies wie im Erstfall verursacht wird,
in dieser Arbeit war es annahernd ein Drittel. Dieses Verhaltnis kann jedoch von dem vorherrschenden

Erreger, wie z. B. einem kuhassoziierten Erreger, verschoben werden.

Fur diese Untersuchung ist die gewahlte Definition einer rezidivierenden Mastitis entscheidend, ist der
Zeitraum zwischen Erstfall und Folgefall kurz gewahlt, so werden mehr persistierende Infektionen
ermittelt. In der Literatur wurden Zeitraume = 3, 5, 7, oder 14 Tagen aufgefiihrt (BARKEMA et al. 1998,
DOPFER et al. 1999, BRADLEY et al. 2001, GROHN et al. 2004; SCHUKKEN et al. 2010). Fiir die
vorliegende Untersuchung wurde ein Zeitintervall von mindestens 14 Tagen gewahlt um eine moglichst
scharfe Grenze zwischen den Fallen ziehen zu kénnen. Die Untersuchung wurde auf Viertelebene
durchgefihrt.

Bei einigen Mastitiserregern treten Mastitisrezidive haufiger als Folge persistierender Infektionen auf (S.
aureus, T. pyogenes), wahrend bei anderen Spezies Rezidive haufiger durch Neuinfektionen mit anderen
Stammen verursacht werden (S. uberis). S. uberis, gefolgt von E. coli, S. aureus, NAS, S. dysgalactiae,
anderen coliformen Keimen und T. pyogenes, wurden besonders haufig isoliert. T. pyogenes wies als der
seltenste Erreger die hochste Persistenzrate (37,5 %) auf, hierbei muss beachtet werden, dass dieses
Ergebnis nur auf den Befunden von zwei Tieren basiert. Beim kuhassoziierten S. aureus konnte eine
hohe Wiederkehrrate und eine hohe Persistenzrate (29 %) gezeigt werden. Bei der hdchsten Fallzahl war
S. uberis dennoch der Erreger mit der niedrigsten Persistenzrate (14,8 % aller rezidiven S. uberis -Falle
waren Infektionen mit dem identischen Stamm oder basierten auf persistierenden Infektionen). Somit war
jede dritte wiederkehrende S. aureus-Infektion und jede siebte wiederkehrende S. uberis-Infektion
persistierend. Aus der Gesamtheit der S. uberis-Infektionen (592 Infektionen) konnten nur 3,5 % (21
Infektionen) als persistierende Infektionen bestatigt werden. Beim S. aureus dagegen waren es 7,8 %.
SWINKELS et al. (2013) haben in ihrer Studie S. uberis als einen der am haufigsten wiederkehrende
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Mastitiden verursachenden umweltassoziierten Erreger identifiziert. Dieses Ergebnis findet sich in der
vorliegenden Arbeit wieder. Bedeutsam ist jedoch die relativ geringe Anzahl persistierender S. uberis
Infektionen als Ursachen Klinischer S. uberis - Mastitisfélle (3,5 % aller S. uberis-Falle), die in dieser Arbeit
ermittelt werden konnte. Damit verandert sich die Sicht auf die Rolle von S. uberis innerhalb von

wiederkehrenden Mastitiden erheblich.

In dieser Studie wurden mehrere aufeinanderfolgende persistierende Infektionen innerhalb eines Wirtes
nachgewiesen. In fiinf Tieren wurden mehrmals persistierende S. uberis — Infektionen diagnostiziert (zwei
waren in der zweiten, zwei in der dritten und eins in der vierten Laktation), ein Tier hatte gleich fiinf
persistierende E. coli-Mastitiden innerhalb einer Laktation). Dieses Tier war in der dritten Laktation.
PINZON-SANCHEZ und RUEGG (2011) haben gezeigt, dass eine hdhere Laktationsnummer mit einer
hoheren Wahrscheinlichkeit fiir das Tier an Mastitis zu erkranken assoziiert ist. TODHUNTER et al. (1995)
wiesen hohere Infektionsraten fir Tiere ab der vierten Laktation nach. An dieser Stelle kann,
erregerunabhangig, das geschwachte Immunsystem des Tieres zu einer persistierenden Infektion

beigetragen haben.

10,9 % aller untersuchten Proben waren kontaminiert und 23,4 % haben keinen Erregernachweis
ergeben. Ein negativer Erregernachweis kann mit einer geringen Erregerausscheidung
zusammenhéngen (KROMKER et al. 2010). In dieser Studie wurden, wie in der Standarddiagnostik nach
der DVG (2018), 10 ul der Milchprobe als Inokulat eingesetzt, damit ware erst bei einer Ausscheidung
von 100 KbE / ml ein Erregerwachstum zu erwarten. Des Weiteren gibt es Erreger wie z.B. Mycoplasma
spp. und Clostridium spp., die unter den gewahlten Bedingungen nicht wachsen und somit zu einem

negativen kulturellen Nachweis flhren.

Fur den Stammvergleich wurde lediglich eine Kolonie aus dem kulturellen Nachweis verwendet. OLIVER
et al. (1998) haben gezeigt, dass S. uberis -Isolate aus derselben Milch zu einem Stamm gehdrten und
eine Kolonie somit ausreichend ist. Dennoch ist es maéglich, dass eine Mischung unterschiedlicher

Stdmme innerhalb einer Infektion vorlag und durch das Verfahren nur ein Stamm berUcksichtigt wurde.

Die RAPD-PCR ist die Methode der Wahl, wenn es um einen hohen Durchsatz an Untersuchungen geht
(OLIVER etal. 1998, DOPFER et al. 1999, ZADOKS und SCHUKKEN 2006). Diese Methode hat dennoch
ihre Grenzen in der Differenzierung. Die Methode basiert auf der randomisierten Vervielfaltigung einzelner
DNS-Sequenzen der Spezies. Fur diese PCR- Methode werden Primer verwendet, die durch besonders
kurze Lange oft an die DNS binden und somit viele einzelne DNS-Abschnitte produzieren. Diese
Abschnitte werden in einem elektrischen Feld aufgetrennt und ergeben im Idealfall stammspezifische

Bandenmuster. Unterschiedliche amplifizierte Regionen in unterschiedlichen amplifizierten bakteriellen
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Genomen kdénnen dieselbe Lange haben und somit nicht mehr unterscheidbar sein und ein Ergebnis als
identischen Stamm ausgeben. Dennoch konnten in dieser Studie wesentlich mehr unterschiedliche
Stamme der Spezies aus rezidivierenden Mastitiden gefunden werden als identische. Ein geringerer
Anteil an persistierenden Infektionen hatte die Schlussfolgerung dieser Studie nicht verandert, sondern

nur weiter bekraftigt.

Die These, dass wiederkehrende klinische Mastitiden nicht immer auf persistierende Infektionen
hinweisen, konnte anhand dieser Untersuchung bestatigt werden. Die Studie hat gezeigt, dass
persistierende Infektionen aus vorherigen Mastitisfallen bei wiederkehrenden Mastitiden sehr selten sind
(11% alle wiederkehrenden Mastitiden waren persistent oder eine Neuinfektion mit demselben Stamm).
Fur die Bekdmpfung von wiederkehrenden Mastitiden bedeutet das, dass nicht — wie bisher angenommen
— unzureichende Therapien der Erstfalle ursachlich fiir den Folgefall sind, sondern dass in den meisten

Fallen Neuinfektionen der Milchdriisenviertel fiir das Entstehen dieser Falle verantwortlich sind.
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3.2.4 These Ill: Stammvergleichstechniken kénnen bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen
erheblich zur Lésung beitragen

Durch die Anwendung von molekularbiologischen Stammvergleichstechniken wurden bislang fehlende
Informationen gewonnen. Diese Informationen verandern die Sichtweise bei der Bekdmpfung von
Mastitiden erheblich.

Mit dem Einsatz der PFGE Technik konnte der Charakter von S. uberis-Infektionen auf einzelnen
Betrieben untersucht werden. S. uberis tritt in einzelnen Betrieben kuhassoziiert auf, in diesen Fallen
muss verstarkt auf Melkhygiene geachtet werden. MalRnahmen, die nur auf einen umweltassoziierten
Erreger zugeschnitten sind, waren unzureichend. Desweiteren wurde typische Bereiche in
Milchviehbetrieben ermittelt, die die mastitisverursachenden Mikroorganismen aufweisen. In der

Bekampfung ist die Reinigung dieser Bereiche zur Minderung des Infektionsdrucks besonders wichtig.

Des Weiteren konnte durch die Anwendung der RAPD PCR gezeigt werden, dass der Anteil
persistierender Infektionen unter den wiederkehrenden Mastitiden erheblich geringer ist, als bislang
angenommen. Unter der alleinigen Anwendung der Speziesbestimmung waren 32,6 % aller
wiederkehrenden Mastitiden in den untersuchten Betrieben als persistierend eingestuft worden. Die
Ergebnisse der RAPD PCR konnten dagegen nur knapp ein Drittel davon als eine Infektion mit demselben
Stammbestatigen (11 %). Der am haufigsten aus wiederkehrenden Infektionen isolierte Erreger, S. uberis,
hat sich als ein Mikroorganismus erwiesen, der die meisten Neuinfektionen und die wenigsten
persistierenden  Infektionen  verursacht. Diese gewonnen Informationen verandern die
Bekampfungsstrategien bei wiederkehrenden Mastitiden. Es rlicken verstarkt praventive Malinahmen zur
Verhinderung der Neuinfektion in den Vordergrund. Dieses ist auch im Sinne der angestrebten
Antibiotikareduktion.

Die  Stammvergleichstechniken  konnen erheblich dazu beitragen die Ursache fir die
Mastitiserkrankungen zu ermitteln und somit betriebsindividuelle Losungskonzepte bei Mastitisproblemen
zu finden. Ihre Anwendung erfordert allerdings zusatzliche Infrastruktur und Erfahrung im Labor und
epidemiologische Kenntnisse zur Interpretation der Befunde. Somit bleibt diese Untersuchung wohl vor
allem wenigen Einzelfallen vorbehalten. Weitere Verbreitung solcher Methoden in der Praxis sind
vielleicht durch kostengiinstigere und anwenderfreundlichere Methoden zu erwarten, die dann z.B.

Massenspektrometrie mit machine-learning Technologien verbinden (ESNER et al. 2018).
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3.3 Schlussfolgerungen

Mit der Anwendung der molekularbiologischen Stammvergleiche konnte die Epidemiologie von S. uberis
Mastitiden in Milchviehbetrieben untersucht werden. Es wurden Umweltquellen von S. uberis -
Mastitisstimmen identifiziert und ein Nachweis einer Ubertragung in der Umwelt erbracht. Es gibt
ebenfalls Hinweise auf kontagiésen S. uberis-Charakter in einzelnen Betrieben. S. uberis-Stamme
kénnen ein Jahr im Betrieb berdauern. Die These, dass S. uberis ein umweltassoziierter Erreger ist,
konnte damit nicht komplett bestatigt werden. Aufgrund dessen ist bei der S. uberis-Mastitisbekdmpfung
eine betriebsindividuelle Vorgehensweise sinnvoll. Zusatzlich muss die betriebliche Hygiene, speziell in
Bereichen vor dem Melkstand, sowie auf den Treibewegen zur Weide bei der Vorbeuge von S. uberis

Infektionen Beriicksichtigung finden.

Im Gegensatz zu den bisherigen Annahmen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die meisten
wiederkehrenden klinischen Mastitisfélle die Folge von neuen Infektionen mit Mikroorganismen sind.
Lediglich ein Drittel der wiederkehrenden Mastitiden, die eine Infektion mit derselben Erregerspezies
zeigten, wiesen einen identischen Stamm auf. Die These, dass wiederkehrende klinische Mastitiden nicht
immer auf persistierende Infektionen hinweisen, konnte bestatigt werden. Deshalb sind vorbeugende
MaRnahmen zur Verhinderung von Neuinfektionen (z. B. Verminderung des Erregerdrucks durch
Verbesserung der Betriebshygiene und Entfernung therapieunwirdiger Tiere aus dem Bestand) wichtiger
zur Vermeidung von Mastitisrezidiven als eine Intensivierung der Mastitisbehandlung der Erstfalle. Die
Anwendung der Stammvergleichstechniken konnte zuséatzlich zeigen, dass unterschiedliche Erreger ein
individuelles unterschiedliches Persistenzverhalten aufweisen Ein vermehrtes Auftreten von S. uberis in
aufeinanderfolgenden wiederkehrenden Mastitiden wurde bislang als persistente Infektion eingestuft, aus
der aktuellen Untersuchung kann abgeleitet werden, dass diese Falle (vor allem bei den Tieren in den
ersten Laktationen) Uberwiegend einer Neuinfektion zuzuordnen sind. Dadurch erscheint eine
Reduzierung der antibiotischen Therapie mdglich, da der Erreger weder haufig persistiert noch
umfangliche Resistenzeigenschaften aufweist. Der Fokus sollte auf die Umfeld-Hygiene, um
Neuinfektionen zu vermeiden, und auch auf das Immunsystem der Kuh gerichtet werden, um die

tierindividuelle Empfanglichkeit gegentber Neuinfektionen zu vermindern.

Jedem Stammvergleich geht eine Probenentnahme und eine kulturelle Diagnostik voraus. Erst nach der
Gewinnung und der Auswahl der Isolate erfolgt die Anwendung der Stammvergleiche, so ist jede
Stammvergleichsuntersuchung abhangig von der Planung und den zuvor geleisteten Arbeitsschritten. Die

nachfolgende Auswahl der Stammvergleichsmethode ist von der Fragestellung, der Anzahl der
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ausgewahlten Isolate und der erforderlichen Prazision abhangig. Aufgrund des erforderlichen Aufwands
und wenig verbreiteten Kenntnissen zur Interpretation solcher Befunde ist die Verbreitung dieser
Methoden auRerhalb der Forschung gering. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die Anwendung
dieser Methoden das Potential hat die Mastitisbekdmpfung in Milchviehbetrieben erheblich zu verbessem.
Gleichzeitig wurden neue wesentliche Erkenntnisse zur Pathogenese und Epidemiologie von Mastitiden

gewonnen.
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4. Zusammenfassung

Molekularbiologische Stammvergleichsmethoden sind bislang kein Bestandteil der Routinediagnostik von
Mastitissekreten in Deutschland (DVG 2018). Diese Methoden sind aber geeignet um Verbreitungswege
von Mikroorganismen innerhalb einer Herde nachzuvollziehen, die Unterscheidung zwischen kontagiosen
und nichtkontagiosen Infektionsverlaufen zu treffen und den Anteil persistierender Infektionen unter
wiederkehrenden Infektionen zu ermitteln (ZADOKS und SCHUKKEN 2006). Fur die vorliegende Arbeit
wurden zwei Stammvergleichstechniken, die Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) und Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Technik, angewandt um drei Thesen zu untersuchen. So wurde den
Fragen nachgegangen ob S. uberis ein umweltassoziierter Mastitiserreger ist und ob die verbesserte
Hygiene im Liege- und Laufbereich der Tiere helfen die durch den Erreger verursachten Mastitiden zu
reduzieren und ob wiederkehrende klinische Mastitiden nicht immer auf persistierende Infektionen
hinweisen. Letztlich wurde basierend auf den vorherigen Untersuchungen beantwortet ob
Stammvergleichstechniken bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen erheblich zur Lésung beitragen
konnen.

In dieser Arbeit wurde die PFGE als molekularbiologische Stammvergleichsmethode angewendet um das
Vorkommen von S. uberis- Stammen aus klinischen Mastitiden in der Umwelt der Tiere zu untersuchen.
S. uberis ist einer der bedeutendsten Erreger boviner Mastitiden, seine epidemiologischen Eigenschaften
gelten als inkonsistent und bislang gelang eine klare Beschreibung der Infektionsmodalitaten nicht. Unter
Anwendung der PFGE Methode konnte gezeigt werden, dass S. uberis Stdamme aus Milchsekreten von
an klinischer Mastitis erkrankten Tieren in der Umwelt zu finden sind und bis zu mindestens einem Jahr
im Betrieb Uberdauern konnen. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass sowohl Mastitisstamme, als auch
die Stamme aus der Umwelt, innerhalb des Betriebes zwischen verschiedenen Lokalitaten dbertragen
werden. Das flhrt zu der Schlussfolgerung, dass bei einer dominierenden S. uberis Prasenz in einem
Betrieb zukunftig eine diagnostische Klarung der Infektionswege erforderlich ist. Unter Umsténden
miissen VorbeugemaRnahmen sowohl auf umwelt- als auch auf kuhassoziierte Ubertragungswege
ausgerichtet sein. Weiterhin haben die Daten gezeigt, dass betriebsindividuelle Strategien erforderlich
sind, da sowohl die Stamme als auch die Ubertragungswege zwischen Betrieben variieren. Es wurden
Hinweise auf kontagidse Ubertragung der S. uberis-Mastitisstamme festgestellt. In einigen der Betriebe
konnte innerhalb der Mastitiden eine S. uberis Stammdominanz nachgewiesen werden. Im Betrieb O
waren vier der Milchsekret-Isolate von 6 identisch. Die These, dass S. uberis ein umweltassoziierter
Mastitiserreger ist, konnte damit nicht bestatigt werden.
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Die RAPD PCR wurde angewandt um persistierende Infektionen bei wiederkehrenden klinischen
Mastitisfallen zu bestimmen. Bei einem wiederholten Nachweis vom Erreger derselben Spezies aus
aufeinanderfolgenden Infektionen unterstellt man in der Praxis, mangels tiefergehender Untersuchung
auf Stammesebene, eine persistierende Infektion. Mithilfe von Stammvergleichen kénnen Neuinfektionen
mit anderen Stdmmen von persistierenden Infektionen unterschieden werden. Insgesamt ein Drittel aller
wiederkehrenden Félle zeigte eine Infektion mit derselben Erregerspezies (145 von 445 wiederkehrenden
Mastitiden enthielten wiederholt dieselbe Erregerspezies). Nach der Durchfiihrung des Stammvergleichs
wurden lediglich 49 der wiederkehrenden Infektionen als Infektionen mit demselben Erregerstamm
identifiziert, somit sind maximal 11 % (49 of 445) aller wiederkehrenden Infektionen, die in dieser Arbeit
untersucht wurden, als persistent einzustufen. Die These, dass wiederkehrende klinische Mastitiden nicht
immer auf persistierende Infektionen hinweisen, wurde damit bekraftigt. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass der Anteil der persistierenden Infektionen aus der Gesamtheit aller wiederkehrenden
Infektionen erregerspezifisch und die epidemiologische Bedeutung dieser Erreger innerhalb der Herde
somit unterschiedlich ist. S. uberis zeigte mit 24 % (142 wiederkehrende Mastitiden von allen 592 S.
uberis Mastitiden), direkt nach dem kontagiésen S. aureus (27 %, 31 wiederkehrende S. aureus
Mastitiden von 115 aller S. aureus-Mastitiden), die hochste Rate der wiederkehrenden Infektionen, jedoch
aber die niedrigste Persistenzrate von 14,8 % (21 der 142 wiederkehrenden S. uberis Fallen waren laut
der Stammvergleichsuntersuchung persistent oder eine Neuinfektion mit demselben Stamm) aller
Erreger, die untersucht wurden. S. aureus zeigte dagegen eine Persistenzrate von 29 % (9 von 31 S.
aureus Falle waren laut der Stammvergleichsuntersuchung persistent oder eine Neuinfektion mit
demselben Stamm). Dieses Ergebnis flihnrt zu der Schlussfolgerung, dass MaRnahmen der
Neuinfektionsvermeidung zur Verhinderung von wiederkehrenden Mastitiden, auch bei Infektionen mit
demselben Erreger, von besonders groer Bedeutung sind.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse gezeigt, dass Stammvergleichstechniken das Potential haben

bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen erheblich zur Losung beizutragen.
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5. Summary

Molecular biological methods are expensive and not a part of standard mastitis diagnostics of mastitis
milk samples (DVG 2018). Nonetheless, those methods can be applied to track the ways of pathogens
transmission, to differentiate between contagious and environmental pathogens and to distinguish the
persistent cases within recurrent infections (ZADOKS und SCHUKKEN 2006).

For the present work, two different strain typing methods, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) and
the Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), were applied to check three theses.

Thus, the questions were investigated whether S. uberis is an environmentally associated mastitis
pathogen and whether improved hygiene in the lying and walking area of the animals helps to reduce the
mastitis caused by this pathogen, and whether recurrent clinical mastitis does not always indicate
persistent infections. Finally, based on the previous investigations, the question was answered whether
molecular strain typing methods can contribute significantly to the solution of individual farm mastitis
problems.

PFGE was applied to investigate the occurrence of S. uberis strains from clinical mastitis in the
environment of the animals. S. uberis is one of the most important bovine mastitis pathogens, its
epidemiological characteristics are considered as inconsistent and are not always clearly assigned to
environmental or contagious transmission. Using the PFGE method, it has been shown that S. uberis
strains from milk are found in the environment of animals suffering from clinical mastitis. We verified that
both environmental S. uberis strains and mastitis strains could be transmitted to various spots in the
environment of cows. This led to the conclusion that the modes of transmission of S. uberis include
environmental sources in a contagious pattern, indicating that S. uberis control strategies require
approaches that address environmental as well as contagious ways of transmission. Moreover, an
individualized S. uberis control strategy is needed for each farm. In some of the farms, S. uberis strain
dominance was detected within the clinical mastitis cases. In farm O, four of the clinical mastitis milk
isolates out of 6 were identified as identical by the PFGE method. The hypothesis that S. uberis is an

environment associated mastitis pathogen could thus not be confirmed.

Persistence rates of different mastitis pathogens from recurrent infections were determined using RAPD
PCR. In the case of repeated detection of the pathogen of the same species from recurrent cases of
mastitis, a persistent infection is assumed in practice, due to the lack of a more in-depth investigation at
the strain level. A strain comparison helped to identify new infections with another strain out of the total
of persistent infections to a certain extent. Overall, about one-third of all recurrent cases (145 of 445) were
caused by same species. The RAPD PCR results confirmed the frequency of persistent recurrent
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infections with the same strain at 11 % (49 of 445). The thesis, whether recurrent clinical mastitis does
not always indicate persistent infections, could be confirmed. Persistence and recurrence vary between
different pathogens. Therefore, the epidemiological role of those pathogens differs from species to
species. Pathogens, such as S. uberis, compared to the contagious S. aureus (recurrence frequency of
27 %; 31 out of all 115 S. aureus mastitis cases), may have also high recurrence frequency (24 %, 142
out of all 592 S. uberis mastitis cases) but the lowest persistence frequency (14,8 %, 21 out of 142
recurrent S. uberis cases were a persistent infection or a new infection with the same strain) out of all
isolated and examined pathogens in this study (persistence frequency of S. aureus 29 %; 9 out of 31 S.
aureus cases were a persistent infection or a new infection with the same strain). This result leads to the
conclusion that measures of new infection prevention are of particular importance in preventing recurrent
mastitis, even in cases of infection with the same pathogen.

In summary, the results have shown that strain typing techniques have the potential to contribute

significantly to the solution of individual farm mastitis problems.
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7.4 Zielstellung und Thesen der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Anwendung der molekularbiologischen Stammvergleichstechniken zur
Verbesserung des Verstandnisses der epidemiologischen Bedeutung boviner Mastitiserreger auf
Herdenebene und damit auch zur Optimierung der Bekampfung von Mastitisinfektionen.

Dabei sollen folgende Thesen untersucht werden:

These |: Streptococcus uberis ist ein umweltassoziierter Mastitiserreger, verbesserter Hygiene im Liege-

und Laufbereich der Tiere kann helfen die durch den Erreger verursachten Mastitiden zu reduzieren.

These II: Bei wiederkehrenden klinischen Mastitiden handelt es sich haufig um Neuinfektionen.

These Ill: Stammvergleichstechniken kdnnen bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen erheblich zur

Losung beitragen.
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7.5 Hauptaussagen der Arbeit

S. uberis Stamme aus Milchsekreten an klinischer Mastitis erkrankten Tieren sind in der Umwelt
der Tiere, speziell im Wartebereich vor dem Melkstand, auf dem Treibeweg zur Weide, auf einer
Tranke und im Zitzengummi, nachgewiesen worden. Diese Stellen konnen potentielle S. uberis
Infektionsquellen darstellen.

Identische S. uberis Stamme konnten in mehreren Probenahmestellen in der Umwelt
nachgewiesen werden. Die Stdmme kdnnen aus einem Ort in einen anderen Ubertragen werden.
Es wurden keine Ubereinstimmenden S. uberis-Stdamme auf den unterschiedlichen Betrieben
gefunden. Es liegt eine hohe Stammvielfalt von S. uberis vor.

Ein S. uberis-Stamm kann in einem Betrieb dominieren und einen kuhassoziierten Charakter
aufweisen. Bei der S. uberis-Bekdmpfung werden somit MalRnahmen benétigt, die sowohl fiir
umwelt- als auch fir kuhassoziierte Pathogene konzipiert sind.

11 % aller wiederkehrenden klinischen Mastitisfalle konnten mit der RAPD PCR als
persistierende Infektionen identifiziert werden. Damit rlicken praventive MaBnahmen zur
Verhinderung der Neuinfektionen in den Vordergrund.

Wiederkehr- und Persistenzrate konnten als erregerindividuell identifiziert werden: bei ahnlichen
Wiederkehrraten (S. aureus 27 % und S. uberis 24 %) war jeder dritte wiederkehrende S. aureus-
Fall und jeder siebte S. uberis-Fall ein Ergebnis einer persistierenden Infektion. E. coli zeigte eine
Wiederkehrrate von 14,7 %, jedoch annahernd die gleiche Persistenzrate wie S. aureus. Umso
wichtiger ist der Vergleich der persistierenden Falle an allen Fallen zwischen den Erregern.
MaRnahmen der Neuinfektionsvermeidung zur Verhinderung von wiederkehrenden Mastitiden
sind auch bei Infektionen mit dengleichen Erreger, von besonders groller Bedeutung, nicht die
Intensivierung der antibiotischen Therapie oder die Beriicksichtigung der Resistenzen.
Anwendung der molekularbiologischen Stammvergleichstechniken kann zum Verstandnis des
Mastitisgeschehens, und damit bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen erheblich zur Losung

beitragen.
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7.6 Wissenschaftliche Wertung der Ergebnisse

Bisherige Arbeiten beschaftigten sich mit der Isolierung von S. uberis innerhalb einer Herde oder in deren
Umwelt. Es fehlte bislang der Vergleich der Isolate aus der Umwelt und den Milchsekreten erkrankter
Tiere auf Stammebene, um eine Verkniipfung zu einer Ubertragung aus der Umwelt oder ebenfalls von
Tier zu Tier herzustellen. In dieser Studie konnte zum ersten Mal, unter Anwendung molekularbiologischer
Stammvergleiche, die Assoziation zwischen den S. uberis - Mastitisstammen und den Stammen aus der
Umwelt der Tiere fur eine umfangreiche Anzahl unterschiedlicher Betriebe gezeigt werden.

Bisher wurde bei wiederkehrenden Mastitiden in Milchdrisenvierteln in einer Laktation von einer
Persistenz der Infektion Uber die klinische Episode hinaus ausgegangen. In dieser Arbeit konnte mit Hilfe
molekularbiologischer Stammvergleiche gezeigt werden, dass zumindest im untersuchten sehr
umfangreichen Datenmaterial persistierende Infektionen die Ausnahme und Neuinfektionen mit anderen
Bakterienstdammen die Regel sind. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Wiederkehrrate, sowie die

Persistenzrate, erregerspezifisch sind.
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7.7 Allgemeine Bedeutung der Ergebnisse

Bovine Mastitiden verursachen hohe okonomische Verluste in Milchviehbetrieben. Um gezielte
wirtschaftliche und gesellschaftliche Mastitisbekdmpfungsstrategien im Sinne einer Antibiotikareduktion
entwickeln zu konnen, ist die Kenntnis der Epidemiologie der vorliegenden Erreger entscheidend. In
dieser Arbeit konnte unter Anwendung von molekularbiologischen Stammvergleichstechniken gezeigt
werden, dass einer der am haufigsten vorkommenden und als umweltassoziiert geltenden Mastitiserreger
zwar aus der Umwelt der Tiere kommt, aber dennoch Muster einer kontagiésen Ubertragung zeigt. Somit
sind nicht nur hygienische Maflnahmen in der Umwelt der Tiere zu treffen, sondern auch Manahmen,
die Ublicherweise flr die Bekampfung der kontagiosen Erreger vorgesehen sind.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass nur aus 11 % aller wiederkehrenden klinischen Mastitiden
derselbe Stamm wie in der vorhergegangenen Infektion isoliert werden konnte. Dieser Fund flhrt zu der
Erkenntnis, dass die Pravention der Neuinfektionen eher im Vordergrund stehen sollte als eine
Therapieintensivierung. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass nicht alle Erreger, die eine hohe
Wiederkehrrate aufwiesen, auch eine hohe Persistenzrate haben. Somit kann bei der Strategiefindung

die Wahrscheinlichkeit einer tatsachlichen persistenten Infektion erregerabhéngig abgeschatzt werden.
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