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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.“ 

Stanisław Lem, Solaris (1961) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der Forschungsgruppe Mikrobiologie 

  



VORWORT 

 

Vorwort 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Anwendung molekularbiologischer 

Stammvergleichstechniken in der klinischen Mastitisepidemiologie. Die Anwendung der 

molekularbiologischen Stammvergleichstechniken ermöglicht ein verbessertes Verständnis der 

Epidemiologie von Mastitiserregern auf Herdenebene und damit eine zielgerichtete Bekämpfung von 

Mastitiden auf Betriebsebene. 

Dieser Arbeit liegen drei Publikationen in begutachteten deutsch- und englischsprachigen 

Fachzeitschriften zugrunde. 
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1. Einleitung und Zielstellung 

 

Mikroorganismen, die Mastitiden beim Rind verursachen, weisen unterschiedliche Habitate und 

Pathogenitätsmechanismen 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 hauptsächlich durch 

den Melkvorgang übertragen (KRÖMKER 2007). Somit erfordern unterschiedliche Erregergruppen 

unterschiedliche Bekämpfungsstrategien. Die mikrobiologische Mastitisdiagnostik ist demnach ein 

grundlegender Baustein der Mastitisbekämpfung. Die Methoden der mikrobiologischen Diagnostik sind 

sehr vielfältig und liefern nur dann brauchbare Informationen bei adäquaten Kosten, wenn die Methode 

zielgerichtet gewählt 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, führt maximal bis zur Speziesebene (DVG 

2018) und liefert lediglich eine Aussage über 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 beständig und können 

variieren. Dementsprechend ist die Maßnahmenfindung zu deren Bekämpfung schwierig. 

Die Mastitisprävalenz in einem Milchviehbetrieb ist das Produkt aus Dauer der Infektionen und 

Neuerkrankungsrate (DODD et al. 1969). Während man die Dauer der Infektionen durch Therapie oder 

Entfernung infizierter Tiere aus dem Betrieb verkürzt, senkt man die Neuerkrankungsrate vor allem durch 

bessere (hygienische) Standards der täglichen Arbeit im Bereich Haltung, Fütterung und Melken. 

Üblicherweise geht man davon aus, dass wiederkehrende Mastitiden die Folge von persistierenden 

Infektionen sind. Daten, die auf der Basis von Speziesnachweisen erstellt wurden, können dabei zu 

Fehlinterpretationen führen, da eine Neuinfektion mit derselben Spezies zwangsläufig als eine 

persistierende Infektion ausgelegt wird. Deshalb sind die Fragen zur Persistenz von Infektionen sowie 

zum Übertragungsverhalten und zur Rolle einzelner betrieblicher Bereiche von entscheidender 

Bedeutung für die Prävention und die Maßnahmenfindung. Zusätzlich kann der Anteil der persistierenden 

Infektionen aus der Gesamtheit aller wiederkehrenden Infektionen erregerspezifisch sein und somit 

weitere Informationen über die epidemiologische Bedeutung eines Erregers innerhalb der Herde geben. 

Diese für die Mastitisbekämpfung entscheidenden Fragen zur Persistenz von Infektionen sowie zum 

Übertragungsverhalten, können nur beantwortet werden, wenn über die herkömmliche Mastitisdiagnostik 

hinausgehende diagnostische Methoden wie molekularbiologische Stammvergleichsmethoden 

Anwendung finden.  
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Molekularbiologische Stammvergleichsmethoden sind in der Standarddiagnostik aufgrund zusätzlicher 

Ausstattung seitens des Labors, fehlender Erfahrung in der Ergebnisinterpretation und verhältnismäßig 

hoher Kosten nicht etabliert. Sie können aber, durch die Untersuchung der genetischen Vielfalt der 

vorliegenden Spezies, Informationen zu den gegenwärtigen epidemiologischen Eigenschaften des 

vorherrschenden Erregers innerhalb einer Herde liefern (ZADOKS und SCHUKKEN 2006). Weiterhin 

können diese Methoden angewandt werden um Reinfektionen derselben Spezies von persistierenden 

Infektionen abgrenzen zu können und um die Verbreitungswege der Mikroorganismen besser zu 

verstehen (SCHUKKEN 2012). Zusätzlich können die Methoden gegebenenfalls dabei helfen den 

Therapieerfolg und somit gleichermaßen die Notwendigkeit der Verbesserung der Prävention von 

Neuinfektionen besser einschätzen zu können.  

Das Ziel dieser Arbeit ist die Anwendung der Stammvergleichstechniken zur Beantwortung einiger 

Fragestellungen zur Infektionsdynamik boviner Mastitiserreger auf Herdenebene. Dabei sollen folgende, 

für die Mastitisbekämpfung maßgebende, Thesen geprüft werden: 

 

- These I: 

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. Für 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 Übertragung 

von Tier zu Tier zugesprochen werden konnte (BASEGGIO et al. 1997, PHUEKTES et al. 2001, 

ZADOKS et al., 2001, DAVIES et al. 2016).  

- These II: 

Bei wiederkehrenden klinischen Mastitiden handelt es sich häufig um Neuinfektionen. Bei dieser 

Untersuchung soll unter Anwendung molekularbiologischer Stammvergleichstechniken ermittelt 

werden, wie häufig klinische Folgeerkrankungen von Mastitiden auf persistierende Infektionen 

von Drüsenvierteln zurückzuführen sind. Dafür 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 möglich, 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 III: 

Anhand der aus den Untersuchungen erworbenen Daten soll schließlich eine dritte These, dass 

Stammvergleichsmethoden bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen einen Beitrag zur 

Entscheidungsfindung in deren Bekämpfungsstrategie leisten können (DAVIES 2016), geprüft 

werden.   
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3. Gemeinsame Zusammenfassung 

 

3.1 Zusammenfassende Darstellung der durchgeführten 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 ermöglicht ein gezieltes, strategisches 

Vorgehen bei der Bekämpfung dieser Erkrankung. Während die kuhassoziierten Mastitiserreger 

hauptsächlich durch den Melkvorgang übertragen 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 kontagiöse Mastitiserreger bezeichnet. Die 

kontagiösen Mastitiserreger zeichnen sich dadurch aus, dass in einem betroffenen Bestand überwiegend 

der gleiche Stamm des Erregers aus den Milchsekreten erkrankter Tiere isoliert wird. Ist die Stammvielfalt 

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 führt (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, KRÖMKER 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 

Maßnahmen zur Bekämpfung dieses Erregers zu treffen. Die bisherigen Arbeiten beschäftigten 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 Verständnis der Verbreitungseigenschaften - Übertragung 

aus der Umwelt oder von Tier zu Tier. Das Ziel dieser Studie war es, unter Anwendung 

molekularbiologischer Stammvergleiche, die Assoziation zwischen den S. uberis - Mastitisstämmen und 

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

 

Betriebe und Probenahme  

Im Rahmen einer großen Prävalenzstudie 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 zunächst 62 niedersächsische Betriebe. 

Hierfür wurden die Probennehmer von dem Studienpersonal im Vorfeld zur Entnahme der Proben nach 

den Leitlinien der DEUTSCHEN VETERINÄRMEDIZINISCHEN GESELLSCHAFT E.V. (2009) geschult. 

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

 

Untersuchung der Milchproben 

Die Untersuchung der Milchproben wurde in Anlehnung an die Leitlinien der DEUTSCHEN 

VETERINÄRMEDIZINISCHEN GESELLSCHAFT E. V. (2012) durchgeführt. Dabei wurden Katalase-

negative, Gram-positive Kokken mit der Fähigkeit zur Bildung von ß-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 fünf Isolate aus Milch von fünf unterschiedlichen Tieren isoliert werden 

konnten, wurden für die Probenahme aus der Umwelt der Tiere ausgewählt. Die Probenahme erfolgte 

durch Studienpersonal möglichst zeitnah nach dem Nachweis der fünften S. uberis Mastitis. Die 

Umweltproben wurden an acht zuvor aus der Literatur beschriebenen Punkten entnommen, 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 Oberflächenprobenahme erfolgte 

mit der Nass-Trockentupfer-Technik in Anlehnung an die Norm DIN 10113-1: 1997-07. Für die Beprobung 

wurde ein mit gepuffertem Peptonwasser befeuchteter Tupfer und anschließend ein trockener Tupfer über 

die Fläche geführt. Beide Tupfer wurden anschließend in ein Transportröhrchen mit 2 ml sterilem 

gepufferten Peptonwasser (pH 7.0) überführt. Das Probenmaterial wurde anschließend gekühlt in das 

mikrobiologische Labor der Hochschule Hannover transportiert.  

  



GEMEINSAME ZUSAMMENFASSUNG 

 

32 
 

Tabelle 1: Probenahmepunkte aus dem Umfeld der Tiere und angewandte Techniken 

Probenahmepunkt Probenahmetechnik 

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

Tränke (Weide / Stall) (DÖPFER et al. 2005, 

ZADOKS et al. 2005)  

Nass-Trockentupfer, 20 cm2 der oberen 

Außenfläche 

Ausgangsbereich Melkstand (LOPEZ-

BENAVIDES et al. 2007) / Eingangsbereich 

Melkstand 

Material (Schlamm, Erde, Vegetation, Kot), an 

der von den Tieren besonders oft betretenen 

Stelle 

Liegefläche Weide (CULLEN und LITTLE 

1969, DÖPFER et al. 2005, ZADOKS et al. 

2005) 

Material Liegefläche 

Treibewege zur Weide (LOPEZ-BENAVIDES 

et al. 2007) 

Material (Schlamm, Erde, Vegetation, Kot), an 

der von den Tieren besonders oft betretenen 

Stelle 

Einstreu Stall (BRAMLEY 1982, DÖPFER et 

al. 2005) 

Material, erstes Drittel von dem hinteren Ende 

der Liegebox 

 

Für den Probenansatz wurden 11 g der Materialprobe in 99 ml RINGER Lösung mit Hilfe des Stomachers 

(easyMIX, AES Chemunex / bioMérieus, Marcy l´Etoile, Frankreich) homogenisiert. Die Tupferproben 

wurden direkt im Transportröhrchen für 1 min mit dem Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, 

NY) auf höchster 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 für 24 h 

inkubiert. Es wurden maximal 20 Äskulin-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 überimpft und 24 h 

bei 37°C inkubiert. ß-Galactosidase- und sowie D-Sorbitol-positive Isolate wurden als S. uberis 

identifiziert und in die Stammhaltung bis zur weiteren Untersuchung überführt.  

 

Molekularbiologische Untersuchung 

 

Alle für den Stammvergleich vorgesehenen S. uberis – Isolate wurden zunächst durch die PCR nach 

RIFFON (2001) untersucht, um die Spezies zu bestätigen. Für diesen Zweck wurde die DNS der Isolate 

mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) extrahiert und in einem Mix von 25 µL 

(12,5 µL ReadyMix Taq PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) 20 pmol Primer mix, 5 µL 
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DNS-Extrakt und 5 µL H2O für Molekularbiologie (AppliChem, Darmstadt, Germany)) für die PCR 

angesetzt. Die Amplifikationsreaktion wurde im Mx3005P qPCR System Thermocycler (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) durchgeführt. Die PCR Produkte wurden im Anschluss mit Midori 

Green Direct (Nippon Genetics Europe GmbH, Düren, Germany) angefärbt und im 2 %igen Agarosegel 

bei 100 V für 2,5 h aufgetrennt. 

 

Der Vergleich der Stämme wurde mit der Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) Methode durchgeführt. 

Für 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 SmaI (New England Biolabs, 

Frankfurt am Main, Deutschland) bei 25°C durchgeführt. Anschließend wurden die Plugs mit 1 mL 0.5× 

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 II System, Bio-

Rad) aufgetrennt. Als Puffer diente ein kontinuierlich auf 14°C gekühlter 0.5× TBE Puffer. Das Puls-

Zeiten-Profil betrug 1 bis 15 s für 11,5 h und 15 bis 45 s für 13,5 h bei 5 V / cm (210 V). Das Gel wurde 

schließlich mit Midori Green Advanced (Nippon Genetics Europe GmbH) nach Herstellerangaben gefärbt 

und mit dem InGenius gel documentation system (Syngene, Cambridge, UK) visualisiert. Isolate, die 

deckungsgleiche Bandenmuster aufwiesen wurden als identische Stämme definiert. 

 

Ergebnisse 

In 15 von 62 Betrieben konnten mindestens 5 klinische S. uberis – Mastitisfälle 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 Stalltränken 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 Weidetränken bestätigt 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 Mastitisfällen in Verbindung gebracht werden und das andere mit zwei 

Mastitisfällen im Fundbetrieb. 

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

werden. Ein Isolat von der Stalltränke konnte in einem Betrieb als Mastitiserreger in einem Fall bestätigt 
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werden. In den Umweltproben von den Weidetränken, dem Melkstandausgang, Stalleinstreu und der 

Liegefläche auf der Weide konnten keine mit den Mastitisisolaten identischen S. uberis - Stämme 

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

Farm Anzahl Isolate aus 
Milchsekreten 
(übereinstimmende 
Umweltisolate) / 
Anzahl Stämme aus 
Mastitisisolaten1 

Anzahl 
Umweltisolate 
(Übereinstimmungen 
mit Milchisolaten) 

Probenahmepunkt 

A 14/13 1 Weidetränke 

2 Wartebereich Melkstand 

5 Melkstandausgang 

B 7 (2)/5 1 (1) Treibeweg zur Weide 

C 9 (1)/7 11 (1) Zitzengummi 

1 (1) Stalltränke 

D 7/4 
 

2 Stalltränke 

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 Stalltränke 

G 6/4 1 Stalltränke 

3 Warteberich Melkstand 

1 Melkstandausgang 

4 Treibeweg zur Weide 

1 Einstreu Stall 

H 9/5 1 Treibeweg Weide 

2 Liegefläche Weide 

I 10/7 02  

J 6/3 1 Wartebereich Melkstand 

K 7 (3)/4 1 Stalltränke 

1 Weidetränke 

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 
1einige Isolate gehörten demselben Stamm an; 2keine Umweltisolate nachgewiesen 
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Zusätzlich 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 übereinstimmenden S. uberis-Stämme zwischen den Betrieben nachgewiesen.  
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Tabelle 3: Übereinstimmende S. uberis-Stämme aus den Umweltproben 

Farm Anzahl Isolate / Anzahl Stämme Fundort identischer Stämme1 

A 8/6 Wartebereich Melkstand (a,a) 

Ausgang Melkstand (a) 

B 1/12 kein Stammvergleich durchgeführt 

C 12/7 Zitzengummi3 (b) 

Stalltränke3 (b) 

Zitzengummi (c,c) 

Zitzengummi (d,d,d,d) 

D 14/11 Wartebereich Melkstand (e,e) 

Wartebereich Melkstand (f,f) 

Treibeweg Weide (g,g) 

E 18/134 Zitzengummi (h,h) 

Wartebereich Melkstand (i) 

Meklstandausgang (i) 

Wartebereich Melkstand(j) 

Stalleinstreu (j) 

Stalleinstreu (k,k,k) 

F 2/2 keine identischen Stämme 

G 10/9 Melkstandausgang (l) 

Treibeweg Weide (l) 

H 3/2 Liegefläche Weide (m,m) 

I  keine Umweltisolate gefunden  

J 1/1 kein Stammvergleich durchgeführt 

K 7/65 Treibeweg Weide (n,n) 

L 1/1 kein Stammvergleich durchgeführt 

M 2/2 keine identischen Stämme 

N 20/12 Wartebereich Melkstand (o,o,o,o) 

Wartebereich Melkstand (p,p) 

Wartebereich Melkstand (q) 

Treibeweg Weide (q) 

Stalleinstreu (q) 

Wartebereich Melkstand (r) 

Stalleinstreu (r) 

Treibeweg Weide (s) 

Stalleinstreu (s) 

O 4/4 keine identischen Stämme 

1jeder Stamm wird durch einen eigenen Buchstaben benannt; 2der Stamm wurde in zwei Mastitisproben nachgewiesen; 3der 
Stamm wurde in einer Mastitisprobe nachgewiesen;4eines der Isolate aus dem Wartebereich vor dem Melkstand (kein weiterer 
Fund in der Umwelt) ist identisch mit einem Milchisolat; 5ein Isolat vom Treibeweg zur Weide stimmt mit drei Mastitisisolaten 
überein.  
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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 Mastitisbekämpfungsstrategien erheblich je 

nachdem, ob es sich um persistente oder neue Infektionen handelt. Eine persistente Infektion könnte 

aufgrund einer ungeeigneten oder unzureichenden antibiotischen Therapie vorliegen, bei einer neuen 

Infektion hat nach einer bakteriologischen Heilung eine nachfolgende Infektion stattgefunden. Somit wäre 

die resultierende Maßnahme bei persistenten Infektionen eine Anpassung der Therapie oder eine 

Eliminierung der betroffenen Tiere aus der Herde. Eine Neuinfektion wird durch einen hohen Erregerdruck 

begünstigt und es müsste, anstatt einer Therapieanpassung, z. B. eine Verbesserung der 

Betriebshygiene vorgenommen werden. Eine Information zu vorliegenden Infektionen auf Herdenebene 

würde helfen, die geeigneten Strategien zu finden und unnötige antibiotische Therapien, wie die Erhöhung 

der Antibiotikadosis oder einen Einsatz der Cephalosporine der dritten oder vierten Generation oder 

Fluorchinolonen (kritische Antibiotika nach TÄHAV, 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 gemäß DVG (2009) 

geschulten wissenschaftlichen Mitarbeiter. Eine klinische Mastitis wurde durch Flocken im Milchsekret, 

Schwellung des Eutergewebes, Schmerzempfindlichkeit sowie erhöhte Temperatur definiert. Alle 

Milchproben wurden in Anlehnung an die DVG-Leitlinien (2009) untersucht. Dafür wurden 10 µl der 

Milchprobe auf einem Viertel einer Äskulin 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 zunächst anhand ihres Gram-Verhaltens und deren Fähigkeit zur Hämolyse und der 

Äskulinhydrolyse differenziert. Gram-positive, Katalase-positive Kokken (3 % H2O2, Merck, Darmstadt, 

Germany) ohne zellgebundenen Koagulase (Clumping factor Test, DiaMondiaL Staph Plus Kit, Sekisui 
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Virotech, Rüsselsheim, Germany) wurden als nicht-aureus-Staphylokokken (NAS) bezeichnet. Die ß-

hämolysierenden 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 Äskulin-Hydrolyse differenziert. 

Äskulinspaltende Streptokokken wurden auf modifiziertem Rambach Agar nach Watts (1993) angesetzt, 

ß-Galactosidase bildende Mikroorganismen wurden als S. uberis und der Rest als Enterokokken 

angegeben. Die Gruppe der Äskulin-negativen Streptokokken wurde ihren serologischen Lancefield-

Gruppen (B, C und G) zugeordnet (DiaMondiaL Streptococcal Extraction Kit, Sekisui Virotech, 

Rüsselsheim, Germany) und als Streptococcus (S.) agalactiae, Streptococcus (S.) dysgalactiae und 

Streptococcus (S.) canis benannt. Gram-positive, Katalase-negative, Äskulin-negative unregelmäßige 

Stäbchen mit feiner ß-Hämolyse wurden als Trueperella (T.) pyogenes identifiziert. Als Coryneforme 

wurden dagegen Gram-positive, Katalase-positive unregelmäßige Stäbchen bezeichnet. Die Gram-

negativen Stäbchen wurden initial anhand ihrer Fähigkeit 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 Stäbchen 

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-Färbung 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 eigenständige 

Erkrankungen zu betrachten (BARKEMA et al. 1998, DÖPFER 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 Fällen mit der Random Amplified 

Polymorphic DNA Polymerase Chain Reaction (RAPD PCR) durchgeführt. Dafür wurde die bakterielle 

DNS mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany) durchgeführt. Die 

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

angesetzt. 

Tabelle 4: Auflistung eingesetzter RAPD-Primer  

Spezies RAPD-
Primer 

Primersequenz 5`–3` Quelle 

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 

 

Für die Temperaturführung wurde der Thermocycler Mx3005P qPCR System (Agilent, Santa Clara, 

California, USA) verwendet. Die PCR-Produkte wurden anschließend mit MIDORIGreen® Direct 

(NIPPON Genetics Europe GmbH, Düren, Germany) gefärbt und in 2 %igen Agarosegel separiert. 

Identische Bandenmuster wurden als ein Stamm definiert. 

Für die statistische Analyse wurde der Chi-quadrat-Test (χ2) 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 Erstfälle, 445 waren wiederkehrende Fälle 

innerhalb einer Laktation. In 145 der wiederkehrenden Fälle konnte derselbe Erreger wie aus der 

vorhergehenden Infektion isoliert werden. Als identischer Stamm wie in der vorhergegangenen Infektion 

konnten 49 (11 % aller 445 wiederkehrender Fälle) mit der RAPD PCR bestätigt werden (Abb. 1). 
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Abbildung 1: Aufteilung der wiederkehrenden klinischen Mastitisfälle 

*kein Stammvergleich durchgeführt 

 

S. uberis war der am häufigsten 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 häufigsten aus den persistenten Infektionen nachgewiesene Erreger (37,5 

%), diese Fälle beschränkten 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 höchste 

Wiederkehrrate (27 %) und die höchste Persistenzrate (29 %). S. uberis wies eine ähnliche 

Wiederkehrrate wie S. aureus (24 % aus allen S. uberis-Fällen), 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. Fünf 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.  

  

unterschiedliche 
Spezies*
31.4 %

kein Wachstum
24.5 %

kontaminiert
11.5 %

gleicher Stamm
11.0 %

anderer Stamm
14.8 %

unbekannt*
6.8 %

selbe Spezies
32.6 %
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Tabelle 5: Verteilung der Fälle nach Spezies 

Spezies Klinische 

Mastitisfälle 

(% aus allen 

Fällen) 

Erstfälle 

(% aus 

allen 

Fällen) 

Wiederkeh

rende Fälle 

(% aus 

allen 

Fällen) 

Selbe 

Spezies 

wie im 

vorherigen 

Fall (% aus 

wieder- 

kehrenden 

Fällen) 

Selber 

Stamm wie 

im 

vorherigen 

Fall (% aus 

wieder- 

kehrenden 

Fällen) 

n. u.*** (% 

aus 

wieder- 

kehrenden 

Fällen) 

S. uberis 592 

(100 %) 

450     

(76 %) 

142     

(24 %) 

88/142 

(62 %) 

21/142a 

(14,8 %) 

24/142 

(16,9 %) 

E. coli 306   

(100 %) 

261  

(85,3 %) 

45    

(14,7 %) 

25/45 

(55,6 %) 

13/45b 

(28,9 %) 

2/45   

(4,4 %) 

S. aureus 115   

(100 %) 

84       

(73 %) 

31       

(27 %) 

23/31 

(74,2 %) 

9/31c   

(29 %) 

3/31   

(9,7 %) 

nicht –aureus 

Staphylokokken 

69     

(100 %) 

61    

(88,4 %) 

8      

(11,6 %) 

1/8   

(12,5 %) 

0 0 

S. dysgalactiae 57     

(100 %) 

45       

(79 %) 

12       

(21 %) 

4/12   

(33,3 %) 

3/12    

(25 %) 

0 

Sonstige Coliforme 

(außer E. coli) 

54K     

(100 %) 

44Kf  

(81,5 %) 

10Kr  

(18,5 %) 

3/10Ks 

(30 %) 

0 0 

T. pyogenes 36     

(100 %) 

28    

(77,8 %) 

8      

(22,2 %) 

4/8      

(50 %) 

3/8d  

(37,5 %) 

1/8   

(12,5 %) 

kein Wachstum 479   

(100 %) 

370  

(77,2 %) 

109  

(22,8 %) 

   

kontaminiert** 222   

(100 %) 

171     

(77 %) 

51       

(23 %) 

   

andere* 113   

(100 %) 

84    

(74,3 %) 

29    

(25,7 %) 

   

Gesamt 2043 

(100 %) 

1598 

(78,2 %) 

445  

(21,8 %) 

   

*Bacillus spp., Coryneforme, Enterokokken, Pseudomonaden., Prototheken, Hefen, kein Stammvergleich durchgeführt; **mehr 
als zwei unterschiedliche Kolonien; ***n. u.=nicht untersucht; KKlebsiella spp. (n=14);KfKlebsiella spp. (n=12); KrKlebsiella spp. 
(n=2); KsKlebsiella spp. (n=0); afünf Tiere mit zwei Fällen hintereinander; b ein Tier hatte fünf Fälle hintereinander, ein Tier hatte 
zwei Fälle; c zwei Tiere hatten zwei Fälle hintereinander; d ein Tier hatte zwei Fälle hintereinander 
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3.1.3 Publikation 3: Mikrobiologische Mastitisdiagnostik für jeden Anlass [Microbiological 

mastitis diagnostics for every occasion]. 

 

Einleitung und Zielstellung 

Die mikrobiologische Mastitisdiagnostik muss zielgerichtet angewendet werden, um als wesentlicher 

Bestandteil der Mastitisbekämpfung möglichst gut funktionieren zu können. Inzwischen gibt es eine Reihe 

diagnostischer Methoden, die auf verschiedenen Probenahmeebenen Anwendung finden können und 

unterschiedlichen Fragestellungen im Bereich der Mastitisbekämpfung dienen. Dabei ist es wichtig die 

passende Methode oder Methodenkombinationen entsprechend der Fragestellung zu wählen, die Kosten 

und den Nutzen abzuwägen, die Ergebnisse methodengerecht zu interpretieren und daraus resultierende 

Maßnahmen einzuleiten. Ist die Methode nicht adäquat gewählt, so leidet die Entscheidungsfindung der 

Maßnahmen und somit auch das Tierwohl und die Wirtschaftlichkeit.  

Die Publikation gibt eine Übersicht über die Anwendungsoptionen mikrobiologischer Methoden im 

Rahmen der Mastitisbekämpfung. Dabei werden epidemiologische und therapeutische Fragen zu den für 

die Eutergesundheit relevanten Mikroorganismen berücksichtigt. 

 

Probenahmeebene 

Da das einzelne Drüsenviertel 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), können andere Probeebenen (Einzelgemelk, 

Tankmilch) sinnvoll sein (KRÖMKER et al. 2018). 

 

Kulturelle Diagnostik 

Zu der klassischen mikrobiologischen Mastitisdiagnostik in Deutschland zählt 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 Identifizierung von Mastitiserregern. Diese Leitlinien sind von der Deutschen 

Veterinärmedizinischen 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 üblichen aerob anzüchtbaren 

Mastitiserreger innerhalb von 72 Stunden wachsen (DVG 2018). Der Erregerbefund hängt stark von dem 

Untersuchenden und der diagnostischen Tiefe ab. Die diagnostische Tiefe ist variabel und muss den 

Ansprüchen und der Wirtschaftlichkeit gerecht werden. Die umweltassoziierten Erreger werden 

gelegentlich in Gruppen angegeben anstatt bis zur Gattungs- oder Speziesebene ausdifferenziert zu 



GEMEINSAME ZUSAMMENFASSUNG 

 

44 
 

werden. Dennoch ist die Vergleichbarkeit der Befunde unter den deutschen Laboratorien im Hinblick auf 

den Nachweis der kuhassoziierten Erreger sehr gut (THO SEETH und KRÖMKER 2020). Die klassische 

kulturelle Diagnostik eignet sich vor allem für die Probenuntersuchung auf Viertelebene, sie ist wichtig für 

die Analyse der Herdenepidemiologie und bildet eine Basis für Behandlungspläne. Die kulturelle 

Diagnostik bietet des Weiteren durch die Gewinnung von Koloniematerial die Möglichkeit einer 

Resistenzprüfung, sowie einer weiterführenden massenspektrometrischen (MALDI TOF) oder ggf. 

molekularbiologischen Untersuchung. Die kulturelle Methode ist durch die Wahl der Anzuchtparameter, 

die vorausgesetzte Vermehrungsfähigkeit der Mikroorganismen und die Innokulationsmenge limitiert. Um 

die Identifizierung der Erreger aus dem Milchsekret nicht zu verfälschen ist eine kontaminationsfreie 

Probenahme essentiell.  

 

Kulturelle on-farm Diagnostik 

Dieser Methode liegt ein Schnelltest zu Grunde, der von keinem spezialisierten Laboratorium 

durchgeführt werden muss. Die kulturelle on-farm Diagnostik ist ebenfalls durch die Wahl der 

Anzuchtparameter, die vorausgesetzte Vermehrungsfähigkeit der Mikroorganismen und die 

Innokulationsmenge limitiert. Zusätzlich 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 für die Überwachung 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 aufwändig, da viele das Verfahren störende Bestandteile wie Fett, Proteine 

und ggf. Blut mit möglichst niedrigem DNS-Ausbeuteverlust entfernt werden müssen. Im zweiten Schritt 

wird die extrahierte und aufgereinigte DNS vervielfältigt. 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 häufig 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 

für Einzelgemelk- und Viertelanfangsgemelksuntersuchungen zur Haupterregerbestimmung für 

Merzungs- und Therapiemaßnahmen, so wie für 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 Verdünnung der gesuchten Erreger zu rechnen ist. 

Dabei kommen selektive Nährmedien zum Einsatz. Der gesuchte Erreger kann in einer Bouillon selektiv 

angereichert und im Anschluss mittels der PCR nachgewiesen werden. Diese Methode ist für die 

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

 

Stammvergleich 

Außerhalb von wissenschaftlichen Forschungsarbeiten sind Stammvergleiche geeignet 

Verbreitungswege von Mikroorganismen innerhalb einer Herde zu ermitteln. Des Weiteren können sie 

eine Hilfestellung zur Unterscheidung zwischen kontagiösen und nichtkontagiösen Infektionsverläufen 

sein. Bei kontagiöser Infektion werden einzelne Mikroorganismenstämme aus infizierten Tieren oder aus 

Umwelthotspots an andere Tiere übertragen. Gelegentlich treten kontagiöse Verläufe bei 

„Umwelterregern“, z. B. bei Sc. uberis, auf (ZADOKS et al. 2003, WENTE et al. 2019a). Die alleinige 

Kenntnis der relevanten Bakterienspezies führt hier nicht zu den richtigen Entscheidungen in der 

Bekämpfung. Bei nichtkontagiöser Infektion nehmen Tiere Mikroorganismen aus der Umwelt auf, geben 

diese aber nicht oder nur geringfügig an andere Tiere weiter. In Betrieben mit solch einem 

Infektionsmuster sind zumeist viele verschiedene Stämme einer Art im Betrieb vorhanden. In diesen 

Fällen sind zur Verbesserung der Herdengesundheit die Überprüfung und Optimierung der Hygiene 

zumeist zielführend (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 

Übertragung von S. uberis, einem der bedeutendsten Mastitiserreger, zu gewinnen (Publikation 1), den 

Anteil an Neuinfektionen von rezidivierenden Mastitiden erregerspezifisch zu bestimmen (Publikation 2) 

und anschließend anhand der gewonnenen Daten zu beurteilen, inwieweit die 

Stammvergleichsmethoden bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen zur Mastitisbekämpfung beitragen 

können. 

Im ersten Teil der Arbeit (Publikation 1) wurden S. uberis Isolate klinischer Mastitiden mit solchen aus der 

Umwelt der Tiere verglichen. Dafür wurden nach vorhergehender Recherche acht besonders 

frequentierte Bereiche im Umfeld der Tiere ausgewählt und in 15 Betrieben mit mindestens fünf 

nachgewiesenen S. uberis-Mastitiden beprobt. Die Isolate aus der Umwelt und aus den 

Mastitismilchproben wurden anschließend unter Anwendung der Pulsed Field Gel Electrophoresis 

(PFGE) Methode untersucht und miteinander verglichen.  

Im zweiten Teil der Arbeit wurden bei wiederkehrenden klinischen Mastitiden in Fällen einer Infektion mit 

derselben Spezies die Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) PCR Methode zum Vergleich der 

Isolate auf Stammebene eingesetzt (Publikation 2). Dafür wurden Isolate aus aufeinanderfolgenden 

klinischen Mastitiden gesammelt und bei Folgenachweis derselben Spezies auf Stammebene verglichen.  

Die dritte Publikation (Publikation 3) liefert einen Überblick über die in der Mastitisdiagnostik eingesetzten 

Methoden und erläutert deren Funktion bei der Mastitisbekämpfung. 

 

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 Stammdiversität auf ein kuhassoziiertes. Zu diesem Zweck wurde die 

Stammdiversität von S. uberis aus Mastitis-Fällen in vielen Milchviehbetrieben untersucht. JAYARAO et 

al. (1993) haben bereits gezeigt, dass zwischen den klinischen Fällen in einem Betrieb weniger S. uberis-

Stammvariationen vorkommen als zwischen subklinischen Mastitiden. Deshalb wurden in dieser Studie 

ausschließlich klinische Mastitisfälle untersucht. 
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Die Untersuchungstechniken der Studie basieren auf zahlreichen Methoden, die Folge der Vielfalt der 

genommenen Proben (flüssige Probe, stückiges Material oder Oberfläche) sind. Für die Untersuchung 

wurden abhängig 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 stärken, erfolgte die Probenahme möglichst an einer Stelle des Probenahmebereiches, wo die 

ständige Durchmischung des Probenmaterials durch die Bewegung der Tiere besonders hoch war.  

Für die Untersuchung der Milch- und Umweltproben mussten unterschiedliche Nährmedien verwendet 

werden. Die Mastitismilchproben beinhalten optimalerweise eine Reinkultur des Erregers, die 

Umweltproben dagegen beherbergen ein großes Spektrum an Mikroorganismen. Deshalb ist es der 

Einsatz der selektiven Medien bei der Untersuchung der Umweltproben unabdingbar. Für den 

Stammvergleich der gewonnenen Isolate wurde die PFGE Methode angewandt. Diese Methode zeigt laut 

GILLESPIE und OLIVER (2004) ein höheres Differenzierungspotential und kann S. uberis besser 

differenzieren als andere Methoden. Die PFGE-Methode basiert auf der Restriktion der DNS durch 

spezielle Enzyme und der anschließenden Auftrennung der entstandenen DNS-Fragmente nach ihrer 

Größe im pulsierenden elektrischen Feld. Das Resultat ist ein Gelbild mit Bandenmustern. Die 

Deckungsgleichheit der Bandenmuster einzelner Isolate einer Spezies ist entscheidend für die Aussage 

über deren genetische Ähnlichkeit 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 ursächlich für 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 über die Vielfalt der Stämme 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 für die PFGE eingesetzt. DOUGLAS et al. 

(2000) haben aus Milchprobenduplikaten identische S. uberis Stämme mittels der PFGE identifiziert. Des 

Weiteren haben PRYOR et al. (2009) gezeigt, dass bei einer Injektion von einem Mix aus fünf S. uberis 

Stämmen in ein Euterviertel, sich ein Stamm in 7 von 10 infizierten Vierteln durchsetzen kann. Aus jeder 

der Umweltproben wurden nach Möglichkeit bis zu 20 S. uberis- Isolate entnommen und analysiert. Laut 

der Studie von DÖPFER et al. (2008) werden 2 bis 20 Isolate benötigt um alle Stämme, die in einer 

Umweltprobe enthalten sind, zu berücksichtigen (CI 95 %).  

Die Proben klinischer Mastitisfälle 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 Veränderung führen. 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 ursächliche 

Stamm im Betrieb überdauert und mit der Stammvergleichsmethode identifiziert werden kann. WENTE 

und KRÖMKER (2020) konnten, ebenfalls mittels der PFGE- Methoden nachweisen, dass ein 

Streptococcus dysgalactiae - Stamm über ein Jahr in einem Betrieb überdauern kann. 

Die Umweltprobenahmepunkte wurden gemäß den bisherigen Nachweisen der Literatur entnommen 

(Tab. 1). Zusätzlich wurde der Wartebereich vor dem Melkstand ausgewählt. 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 durchgeführt um die Übertragung während des 

Melkens und somit den kuhassoziierten Charakter von S. uberis zu untersuchen (SMITH und HOGAN 

1993). 

S. uberis-Isolate konnten in allen der 8 ausgewählten Umweltprobenahmepunkten nachgewiesen 

werden. In vier dieser Punkte konnten S. uberis Stämme isoliert werden, die identisch mit denen aus der 

Mastitisprobe waren (Wartebereich Melkstand, Zitzengummi, Stalltränke, 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 für S. uberis dienen. Dennoch ist es nicht ausgeschlossen, dass, vice versa, diese 

Stellen in der Umwelt der Tiere von der infektiösen 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 könnte dieser Nachweis ein Hinweis auf eine Übertragung beim maschinellen 

Milchentzug sein. Dieser Stamm konnte ebenfalls von der Oberfläche einer Stalltränke isoliert werden. 

Der Zeitraum zwischen dem Nachweis des Stammes aus dem Milchsekret und der Umweltprobe betrug 

zwei Monate. Ein weiterer Hinweis auf eine kuhassoziierte Übertragung ist eine geringe Stammvielfalt 

des Erregers innerhalb eines Betriebes. In dieser Studie konnte im Betrieb O in 4 von 6 Mastitisfällen 

derselbe Stamm nachgewiesen werden. DAVIES et al. (2016) haben ebenfalls überwiegend identische 

S. uberis Stämme bei klinischen Mastitiden gefunden. ZADOKS et al. (2001) haben einen S. uberis-

Ausbruch analysiert und Hinweise auf eine kuhassoziierte Übertragung gefunden. Auch bei Dominanz 

eines Stammes innerhalb eines Betriebes kann eine Übertragung 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 überein. 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 bekräftigen 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, verstärkt identische Mastitisstämme nachgewiesen, ZADOKS et al. (2003) konnten ebenfalls 

Mastitiden mit einem vorherrschenden Stamm feststellen. Des Weiteren haben PRYOR et al (2009) 

gezeigt, dass S. uberis – Mastitisstämme mit pathogenen Attributen in der Milchdrüse gegenüber anderen 

Stämmen dominieren können.  

 

In 5 von 14 Betrieben konnten innerhalb des Betriebes an unterschiedlichen Orten in der Umwelt 

identische Stämme gefunden werden (Tab. 3). Das zeigt, dass S. uberis von einem Punkt zum anderen 

innerhalb eines Betriebes übertragen wird und deshalb ein Stamm unterschiedliche Infektionsquellen 

haben kann. ZADOKS et al. (2005) haben gezeigt, dass die Kotverteilung eine Rolle als S. uberis- 

Überträger spielt. Treibewege und Wartebereiche können Kot und Schlamm aufweisen, beides ist flüssig 

und kann durchaus das Euter direkt vor oder nach dem Melken, während die Tiere vor dem Melkstand 

warten oder den Melkstand verlassen, kontaminieren. Dabei können die Zitzenkanäle bereits oder immer 

noch offen sein, so gelangt der Erreger unter erleichterten Bedingungen durch den Zitzenkanal 

(KRÖMKER et al. 2014). In der Arbeit konnten in zwei Betrieben (B und K) Mastitisstämme 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 dazugehörigen 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 Kühe begünstigt das Spritzen der 

Ausscheidungen. Ebenfalls ist es möglich, dass das Abwasser vom Abspritzen der Melkplätze aus dem 

Melkstand (Milch, Kot, Urin gemischt mit Wasser) in den Wartebereich gelangt. S. uberis kann 

verhältnismäßig 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-Stämme, 
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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 Stämme aus dem Wartebereich im Melkstand in der Einstreu nachgewiesen 

werden (Tab. 3), einer dieser Stämme wurde sogar ein drittes Mal im Betrieb auf dem Treibeweg zur 

Weide nachgewiesen. Die Funde der Isolate häufen sich im Wartebereich vor dem Melkstand, was auf 

die Bedeutung dieses Ortes bei der S. uberis Übertragung 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 könnten eine wesentliche Rolle in der Verbreitung 

pathogener S. uberis Stämme spielen. Es konnten identische Isolate im Wartebereich vor dem Melkstand, 

dem Melkstandausgang und der Einstreu nachgewiesen werden. Diesen Umweltbereichen sollte bei der 

S. uberis-Mastitisprävention sowie -Mastitisbekämpfung besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden. 

 

Beim Vergleich aller Stämme zwischen den einzelnen Betrieben konnten keine Übereinstimmungen 

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 Variabilität der Mastitisstämme 

zeigen sich ebenfalls betriebsindividuell, daraus lässt sich ableiten, dass erst ein betriebsindividueller S. 

uberis-Stammvergleich Informationen zur Übertragung von S. uberis liefert. Beispielsweise zeigte der 

Betrieb A der vorliegenden Studie eine hohe Vielfalt der Mastitisstämme und der Betrieb O dagegen eine 

sehr geringe (Tab. 2), der Befund zeigt im Betrieb O eine deutlich kontagiösere Übertragung mit einem 

besser an das Euter angepassten Stamm als in Betrieb A an.  

Abschließend kann ebenfalls festgehalten werden, dass in jedem der Probenahmepunkte, die durch 

Literaturrecherche aus vorhergehenden Arbeiten ausgewählt wurden, S. uberis nachgewiesen werden 

konnte. An einigen Probenahmestellen wurden zusätzlich Mastitisstämme isoliert. Deshalb sollte bei der 

S. uberis-Mastitisbekämpfung die Hygiene der Bereiche vor dem Melkstand, der Treibewege und der 

Tränken besonders beachtet werden. Der Nachweis von S. uberis-Mastitisstämmen aus der Umwelt der 

Tiere konnte in einem Zeitraum bis zu einem Jahr festgestellt werden. S. uberis kann demzufolge lange 

in einem Betrieb überdauern. 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 bestätigt werden. Jeder 

Betrieb weist andere Stämme auf. In jedem Betrieb können andere Bereiche im Betrieb die 

mastitisauslösenden S. uberis Stämme beherbergen. Somit muss die Mastitisbekämpfung 

betriebsindividuell sein.  
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3.2.3 These II: Bei wiederkehrenden klinischen Mastitiden handelt es sich häufig um 

Neuinfektionen 

 

Für die Untersuchung der wiederkehrenden Mastitiden wurden 2.043 klinische Mastitisfälle betrachtet. 

1.598 der Fälle waren Erstfälle und 445 wiederkehrende Fälle in der Laktation. 145 der Fälle wiesen 

anhand der üblichen Mastitisdiagnostik gemäß DVG dieselbe Erregerspezies wie im vorangegangenen 

Fall auf. Diese Fälle wären bei konventioneller kultureller Untersuchung als persistierende Fälle eingestuft 

worden. Mit der RAPD PCR Methode wurden davon jedoch nur 49 der Fälle als persistierend bestätigt. 

Dieses Ergebnis berücksichtigt nicht die Fälle einer Reinfektion mit demselben Stamm, somit kann die 

Zahl der tatsächlich persistierenden Fälle noch geringer ausfallen. BAR et al. (2008) haben ermittelt, dass 

die Hälfte aller wiederkehrenden Mastitiden von derselben Erregerspezies wie im Erstfall verursacht wird, 

in dieser Arbeit war es annähernd ein Drittel. Dieses Verhältnis kann jedoch von dem vorherrschenden 

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

Für diese Untersuchung ist die gewählte Definition einer rezidivierenden Mastitis entscheidend, ist der 

Zeitraum zwischen Erstfall und Folgefall kurz gewählt, so werden mehr persistierende Infektionen 

ermittelt. In der Literatur wurden Zeiträume ≥ 3, 5, 7, oder 14 Tagen aufgeführt (BARKEMA et al. 1998, 

DÖPFER et al. 1999, BRADLEY et al. 2001, GRÖHN et al. 2004; SCHUKKEN et al. 2010). Für die 

vorliegende Untersuchung wurde ein Zeitintervall von mindestens 14 Tagen gewählt um eine möglichst 

scharfe Grenze zwischen den Fällen ziehen zu können. Die Untersuchung wurde auf Viertelebene 

durchgeführt.  

Bei einigen Mastitiserregern treten Mastitisrezidive häufiger als Folge persistierender Infektionen auf (S. 

aureus, T. pyogenes), während bei anderen Spezies Rezidive häufiger durch Neuinfektionen mit anderen 

Stämmen verursacht werden (S. uberis). S. uberis, gefolgt von E. coli, S. aureus, NAS, S. dysgalactiae, 

anderen coliformen Keimen und T. pyogenes, wurden besonders häufig isoliert. T. pyogenes wies als der 

seltenste Erreger die höchste 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 höchsten Fallzahl war 

S. uberis dennoch der Erreger mit der niedrigsten Persistenzrate (14,8 % aller rezidiven S. uberis -Fälle 

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 bestätigt werden. Beim S. aureus dagegen waren es 7,8 %. 

SWINKELS et al. (2013) haben in ihrer Studie S. uberis als einen der am häufigsten 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 - Mastitisfälle (3,5 % aller S. uberis-Fälle), die in dieser Arbeit 

ermittelt werden konnte. Damit verändert 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 fünf 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 fünf 

persistierende E. coli-Mastitiden innerhalb einer Laktation). Dieses Tier war in der dritten Laktation. 

PINZÓN-SÁNCHEZ und RUEGG (2011) haben gezeigt, dass eine höhere Laktationsnummer mit einer 

höheren Wahrscheinlichkeit für das Tier an Mastitis zu erkranken assoziiert ist. TODHUNTER et al. (1995) 

wiesen höhere Infektionsraten für Tiere ab der vierten Laktation nach. An dieser Stelle kann, 

erregerunabhängig, das geschwächte 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 

zusammenhängen (KRÖMKER et al. 2010). In dieser Studie wurden, wie in der Standarddiagnostik nach 

der DVG (2018), 10 µl der Milchprobe als Inokulat eingesetzt, damit wäre 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 gewählten Bedingungen nicht wachsen und somit zu einem 

negativen kulturellen Nachweis führen. 

Für 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 gehörten und 

eine Kolonie somit ausreichend ist. Dennoch ist es möglich, dass eine Mischung unterschiedlicher 

Stämme innerhalb einer Infektion vorlag und durch das Verfahren nur ein Stamm berücksichtigt wurde. 

Die RAPD-PCR ist die Methode der Wahl, wenn es um einen hohen Durchsatz an Untersuchungen geht 

(OLIVER et al. 1998, DÖPFER et al. 1999, ZADOKS und SCHUKKEN 2006). Diese Methode hat dennoch 

ihre Grenzen in der Differenzierung. Die Methode basiert auf der randomisierten Vervielfältigung einzelner 

DNS-Sequenzen der Spezies. Für diese PCR- Methode werden Primer verwendet, die durch besonders 

kurze Länge 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 können dieselbe Länge haben und somit nicht mehr unterscheidbar sein und ein Ergebnis als 

identischen Stamm ausgeben. Dennoch konnten in dieser Studie wesentlich mehr unterschiedliche 

Stämme der Spezies aus rezidivierenden Mastitiden gefunden werden als identische. Ein geringerer 

Anteil an persistierenden Infektionen hätte die Schlussfolgerung dieser Studie nicht verändert, sondern 

nur weiter bekräftigt. 

Die These, dass wiederkehrende klinische Mastitiden nicht immer auf persistierende Infektionen 

hinweisen, konnte anhand dieser Untersuchung bestätigt werden. Die Studie hat gezeigt, dass 

persistierende Infektionen aus vorherigen Mastitisfällen bei wiederkehrenden Mastitiden sehr selten sind 

(11% alle wiederkehrenden Mastitiden waren persistent oder eine Neuinfektion mit demselben Stamm). 

Für die Bekämpfung von wiederkehrenden Mastitiden bedeutet das, dass nicht – wie bisher angenommen 

– unzureichende Therapien der Erstfälle ursächlich für den Folgefall sind, sondern dass in den meisten 

Fällen Neuinfektionen der Milchdrüsenviertel für das Entstehen dieser Fälle verantwortlich sind.  
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3.2.4 These III: Stammvergleichstechniken können bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen 

erheblich zur Lösung beitragen 

 

Durch die Anwendung von molekularbiologischen Stammvergleichstechniken wurden bislang fehlende 

Informationen gewonnen. Diese Informationen verändern die Sichtweise bei der Bekämpfung 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 Fällen 

muss verstärkt auf Melkhygiene geachtet werden. Maßnahmen, die nur auf einen umweltassoziierten 

Erreger zugeschnitten sind, wären unzureichend. Desweiteren wurde typische Bereiche in 

Milchviehbetrieben ermittelt, die die mastitisverursachenden Mikroorganismen aufweisen. In der 

Bekämpfung 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 wären 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 

Stammbestätigen (11 %). Der am häufigsten 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 verändern die 

Bekämpfungsstrategien bei wiederkehrenden Mastitiden. Es rücken verstärkt präventive Maßnahmen zur 

Verhinderung der Neuinfektion in den Vordergrund. Dieses ist auch im Sinne der angestrebten 

Antibiotikareduktion.  

Die Stammvergleichstechniken können erheblich dazu beitragen die Ursache für die 

Mastitiserkrankungen zu ermitteln und somit betriebsindividuelle Lösungskonzepte bei Mastitisproblemen 

zu finden. Ihre Anwendung erfordert allerdings zusätzliche 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 kostengünstigere 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 - 

Mastitisstämmen identifiziert und ein Nachweis einer Übertragung in der Umwelt erbracht. Es gibt 

ebenfalls Hinweise auf kontagiösen S. uberis-Charakter in einzelnen Betrieben. S. uberis-Stämme 

können ein Jahr im Betrieb überdauern. Die These, dass S. uberis ein umweltassoziierter Erreger ist, 

konnte damit nicht komplett bestätigt werden. Aufgrund dessen ist bei der S. uberis-Mastitisbekämpfung 

eine betriebsindividuelle Vorgehensweise sinnvoll. Zusätzlich muss die betriebliche Hygiene, speziell in 

Bereichen vor dem Melkstand, sowie auf den Treibewegen zur Weide bei der Vorbeuge von S. uberis 

Infektionen Berücksichtigung finden. 

Im Gegensatz zu den bisherigen Annahmen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die meisten 

wiederkehrenden klinischen Mastitisfälle 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 bestätigt werden. Deshalb sind vorbeugende 

Maßnahmen zur Verhinderung von Neuinfektionen (z. B. Verminderung des Erregerdrucks durch 

Verbesserung der Betriebshygiene und Entfernung therapieunwürdiger Tiere aus dem Bestand) wichtiger 

zur Vermeidung von Mastitisrezidiven als eine Intensivierung der Mastitisbehandlung der Erstfälle. Die 

Anwendung der Stammvergleichstechniken konnte zusätzlich 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 Fälle (vor allem bei den Tieren in den 

ersten Laktationen) überwiegend einer Neuinfektion zuzuordnen sind. Dadurch erscheint eine 

Reduzierung der antibiotischen Therapie möglich, da der Erreger weder häufig persistiert noch 

umfängliche 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 Empfänglichkeit gegenüber 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 abhängig von der Planung und den zuvor geleisteten Arbeitsschritten. Die 

nachfolgende Auswahl der Stammvergleichsmethode ist von der Fragestellung, der Anzahl der 
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ausgewählten Isolate und der erforderlichen Präzision abhängig. Aufgrund des erforderlichen Aufwands 

und wenig verbreiteten Kenntnissen zur Interpretation solcher Befunde ist die Verbreitung dieser 

Methoden außerhalb der Forschung gering. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die Anwendung 

dieser Methoden das Potential hat die Mastitisbekämpfung in Milchviehbetrieben erheblich zu verbessern. 

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 kontagiösen 

und nichtkontagiösen Infektionsverläufen zu treffen und den Anteil persistierender Infektionen unter 

wiederkehrenden Infektionen zu ermitteln (ZADOKS und SCHUKKEN 2006). Für 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 Lösung beitragen 

können. 

In dieser Arbeit wurde die PFGE als molekularbiologische Stammvergleichsmethode angewendet um das 

Vorkommen von S. uberis- Stämmen 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 Infektionsmodalitäten nicht. Unter 

Anwendung der PFGE Methode konnte gezeigt werden, dass S. uberis Stämme aus Milchsekreten von 

an klinischer Mastitis erkrankten Tieren in der Umwelt zu finden sind und bis zu mindestens einem Jahr 

im Betrieb überdauern können. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass sowohl Mastitisstämme, als auch 

die Stämme aus der Umwelt, innerhalb des Betriebes zwischen verschiedenen Lokalitäten übertragen 

werden. Das führt zu der Schlussfolgerung, dass bei einer dominierenden S. uberis Präsenz in einem 

Betrieb zukünftig eine diagnostische Klärung der Infektionswege erforderlich ist. Unter Umständen 

müssen Vorbeugemaßnahmen sowohl auf umwelt- als auch auf kuhassoziierte Übertragungswege 

ausgerichtet sein. Weiterhin haben die Daten gezeigt, dass betriebsindividuelle Strategien erforderlich 

sind, da sowohl die Stämme als auch die Übertragungswege zwischen Betrieben variieren. Es wurden 

Hinweise auf kontagiöse Übertragung der S. uberis-Mastitisstämme 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 bestätigt werden. 
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Die RAPD PCR wurde angewandt um persistierende Infektionen bei wiederkehrenden klinischen 

Mastitisfällen 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 können Neuinfektionen 

mit anderen Stämmen von persistierenden Infektionen unterschieden werden. Insgesamt ein Drittel aller 

wiederkehrenden Fälle zeigte eine Infektion mit derselben Erregerspezies (145 von 445 wiederkehrenden 

Mastitiden enthielten wiederholt dieselbe Erregerspezies). Nach der Durchführung 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 bekräftigt. 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 kontagiösen S. aureus (27 %, 31 wiederkehrende S. aureus 

Mastitiden von 115 aller S. aureus-Mastitiden), die höchste Rate der wiederkehrenden Infektionen, jedoch 

aber die niedrigste Persistenzrate von 14,8 % (21 der 142 wiederkehrenden S. uberis Fällen 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 Fälle waren laut der Stammvergleichsuntersuchung persistent oder eine Neuinfektion mit 

demselben Stamm). Dieses Ergebnis führt zu der Schlussfolgerung, dass Maßnahmen der 

Neuinfektionsvermeidung zur Verhinderung von wiederkehrenden Mastitiden, auch bei Infektionen mit 

demselben Erreger, von besonders großer Bedeutung sind. 

Zusammenfassend haben die Ergebnisse gezeigt, dass Stammvergleichstechniken das Potential haben 

bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen erheblich zur Lösung 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 Verständnisses der epidemiologischen Bedeutung boviner Mastitiserreger auf 

Herdenebene und damit auch zur Optimierung der Bekämpfung von Mastitisinfektionen.  

 

Dabei sollen folgende Thesen untersucht werden: 

 

These I: 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 häufig um Neuinfektionen. 

 

These III: Stammvergleichstechniken können bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen erheblich zur 

Lösung beitragen. 
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7.5 Hauptaussagen der Arbeit 

 

• S. uberis Stämme 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 

Tränke und im Zitzengummi, nachgewiesen worden. Diese Stellen können potentielle S. uberis 

Infektionsquellen darstellen. 

• Identische S. uberis Stämme konnten in mehreren Probenahmestellen in der Umwelt 

nachgewiesen werden. Die Stämme können aus einem Ort in einen anderen übertragen werden. 

• Es wurden keine übereinstimmenden S. uberis-Stämme 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-Bekämpfung werden somit Maßnahmen benötigt, die sowohl für 

umwelt- als auch für kuhassoziierte Pathogene konzipiert sind. 

• 11 % aller wiederkehrenden klinischen Mastitisfälle konnten mit der RAPD PCR als 

persistierende Infektionen identifiziert werden. Damit rücken präventive Maßnahmen zur 

Verhinderung der Neuinfektionen in den Vordergrund. 

• Wiederkehr- und Persistenzrate konnten als erregerindividuell identifiziert werden: bei ähnlichen 

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 annähernd die gleiche Persistenzrate wie S. aureus. Umso 

wichtiger ist der Vergleich der persistierenden Fälle an allen Fällen zwischen den Erregern. 

• Maßnahmen der Neuinfektionsvermeidung zur Verhinderung von wiederkehrenden Mastitiden 

sind auch bei Infektionen mit dengleichen Erreger, von besonders großer Bedeutung, nicht die 

Intensivierung der antibiotischen Therapie oder die Berücksichtigung der Resistenzen. 

• Anwendung der molekularbiologischen Stammvergleichstechniken kann zum Verständnis des 

Mastitisgeschehens, und damit bei einzelbetrieblichen Mastitisproblemen erheblich zur Lösung 

beitragen. 
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7.6 Wissenschaftliche Wertung der Ergebnisse 

 

Bisherige Arbeiten beschäftigten 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 Verknüpfung zu einer Übertragung 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 - Mastitisstämmen und den Stämmen aus der 

Umwelt der Tiere für eine umfangreiche Anzahl unterschiedlicher Betriebe gezeigt werden.  

Bisher wurde bei wiederkehrenden Mastitiden in Milchdrüsenvierteln in einer Laktation von einer 

Persistenz der Infektion über 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 

Bakterienstämmen die Regel sind. Zusätzlich 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 ökonomische Verluste in Milchviehbetrieben. Um gezielte 

wirtschaftliche und gesellschaftliche Mastitisbekämpfungsstrategien im Sinne einer Antibiotikareduktion 

entwickeln zu können, ist die Kenntnis der Epidemiologie der vorliegenden Erreger entscheidend. In 

dieser Arbeit konnte unter Anwendung von molekularbiologischen Stammvergleichstechniken gezeigt 

werden, dass einer der am häufigsten vorkommenden und als umweltassoziiert geltenden Mastitiserreger 

zwar aus der Umwelt der Tiere kommt, aber dennoch Muster einer kontagiösen Übertragung zeigt. Somit 

sind nicht nur hygienische Maßnahmen in der Umwelt der Tiere zu treffen, sondern auch Maßnahmen, 

die üblicherweise für die Bekämpfung der kontagiösen 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 führt zu der 

Erkenntnis, dass die Prävention der Neuinfektionen eher im Vordergrund stehen sollte als eine 

Therapieintensivierung. Zusätzlich 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 tatsächlichen persistenten Infektion erregerabhängig abgeschätzt werden. 
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