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1 Einleitung

Eine der Hauptnutzungsrichtungen in der Rinderwirtschaft ist die Milchkuhhaltung.
Mit der Konsummilchproduktion nimmt sie, neben der Einkommensgrundlage fur die
Milcherzeuger, eine bedeutende Stellung in der Grundnahrungsmittelproduktion ein
und ist die Basis flr viele weitere Wirtschaftszweige. Die Eutergesundheit, vor allem
in Hinblick auf bakterielle Entzindungen, ist somit von grof3er 6konomischer Bedeu-
tung (DOBBINS, 1977; BLOSSER, 1979; KOSSAIBATI und ESSLEMONT, 1997)
und spielt eine wichtige Rolle, um das Produkt Milch einwandfrei und in ausreichen-
der Menge zur Verfigung zu stellen.

Die herkdmmliche Diagnostik in Form von Milchprobenuntersuchungen stof3t zum
Teil an ihre Grenzen, wenn es sich um intermittierende Erregerausschattung handelt
oder wenn diese in tieferen Schichten sind. Dann ware ein weiterfUhrendes Verfah-
ren wie zum Beispiel eine Bioptatentnahme geeignet, um an diesem Punkt weiterzu-
kommen. Zudem konnte durch die Gewebeentnahme in vivo das Verhalten der Erre-
ger in der Milchdruse besser untersucht werden.

Ziel dieser Arbeit war es daher ein schonendes Verfahren am laktierenden Rindereu-
ter zur Bioptatentnahme zu entwickeln. Der Schwerpunkt lag zu Beginn in der
sonographischen Exploration der bovinen Milchdrise, um geeignete Stellen zu fin-
den und wandelte sich spater zur praktischen Durchfihrung von Bioptatentnahmen,

welche dann noch auf ihre Verwertbarkeit untersucht wurden.



2 Literaturiibersicht

2.1 Das bovine Euter
211 Anatomie des bovinen Euters

Die Milchdrise (Mamma) ist eine Besonderheit der Saugetiere (Mammalia). Sie ge-
hort als modifizierte exokrine Schweil3drise vom tubuloalveolaren und zusammen-
gesetzten Typ zu den Hautanhangsorganen (KOCH, 1956). Beim Rind wird sie als
Euter (Uber, griech. Mastos) bezeichnet. Sie befindet sich in der Regio inguinalis
zwischen und vor den HintergliedmalRen an der ventralen Bauchwand, ist bilateral
symmetrisch und besteht aus zwei Mammarkomplexen pro Kdrperhalfte mit dem
Sulcus intermammarius als Mittellinie zwischen den beiden Seiten (BRAGULLA und
KONIG, 1999; GEYER, 2005). Diese vier Mammarkomplexe beziehungsweise Viertel
bilden zusammen die Form einer Halbkugel (HABERMEHL, 1996). Jeder dieser vier
Mammarkomplexe besitzt eine Zitze (Papilla mammae) von 6 bis 8 cm Lange und
zylindrischer Form mit abgerundetem Ende. Auf Grund ihrer Lage werden die beiden
kranialen Zitzen als Bauchzitzen und die beiden kaudalen Zitzen als Schenkelzitzen
bezeichnet. Analog dazu ist die Aufteilung der Viertel in Bauchviertel und Schenkel-
viertel (KOCH und BERG, 1993).

Die Haut Uber dem Euter Iasst sich im Gegensatz zur Haut der Zitzen, die einen be-
deutenden Anteil derer Wandung ausmacht, leicht von der Unterlage abheben und
ist weniger dick. So zeichnen sich unter ihr die oberflachlichen Eutervenen relativ gut
ab. Die Behaarung ist wenig ausgepragt und die einzelnen Haare sind von dinner
Beschaffenheit. An der kaudalen Seite bilden sie zwei Haarwirbel, welche auch als
Milchspiegel bezeichnet werden, jedoch keinerlei Aussage Uber die Milchleistung des
selbigen Tieres zulassen (HABERMEHL, 1996).

Bei der nachsten Schicht unter der Haut handelt es sich um den Aufhangeapparat
(Apparatus suspensorius mammarius) der Milchdrise. Er befestigt das Euter an der
Bauchdecke durch Abspaltungen des oberflachlichen und des tiefen Blattes der au-
Reren Rumpffaszie (Fascia trunci externa). An den Seiten sind es die Aul3enblatter
(Laminae laterales) und in der Medianen ist es ein doppelschichtiges Innenblatt, mit
je einem elastischen Innenblatt (Laminae mediales) pro Euterhalfte, die vom tiefen
Blatt ausgehen. Von diesen Blattern spalten sich wiederum feine Anteile (Lamellae
suspensoriae) ab (BRAGULLA und KONIG, 1999). Sie strahlen als interstitielles Bin-

degewebe in den Drlisenkérper aus und unterteilen ihn in Lappen und Lappchen



(MICHEL, 1979b). Einzeln betrachtet bilden die beiden Auflienblatter die Euterkapsel
(Capsula uberis). Der vom oberflachlichen Blatt ausgehende Anteil ist dinn und
Uberzieht die Milchdruse lediglich (KOCH und BERG, 1993).

An der Zitzenkuppe mundet der Strichkanal als Milchausfihrungsgang in der Strich-
kanaloffnung (Ostium papillare) (KOCH, 1956). Nach dorsal folgt ein Holraum (Sinus
lactifer), welcher im Bereich der Zitze als Pars papillaris sinus lactiferi und im drauf-
folgenden bis ins Drisengewebe vordringenden Bereich als Pars glandularis sinus
lactiferi bezeichnet wird (HABERMEHL, 1996). Hier minden die Milchgange (Ductus
lactiferi) als Sammelrohre der sezernierenden Milchdrusenréhrchen, welche die Dru-
senlappchen des Parenchyms bilden (ZIETSCHMANN, 1985).

Die arterielle Hauptversorgung des bovinen Euters erfolgt Uber die Arteria pudenda
externa (LE ROUX und WILKENS, 1959). Nach Durchtritt durch den Leistenspalt teilt
sich diese in einen kranialen (Arteria mammaria cranials) und in einen kaudalen Ast
(Arteria mammaria caudalis). Zusatzlich tritt der ebenfalls als Arteria mammaria cau-
dalis bezeichnete Ast der Arteria thoracica interna von kranial an die Milchdriuse her-
an, um mit der Arteria mammaria cranialis der Arteria pudenda externa zu anastomo-
sieren. Das gleiche findet mit dem Ramus labialis dorsalis et mammarius der Arteria
pudenda interna statt, der mit dem kaudalen Ast der Arteria pudenda externa (Arteria
mammaria caudalis) anastomosiert (EL HAGRI, 1945; ZIETSCHMANN, 1985;
HABERMEHL, 1996; GEYER, 2005). Der Abfluss des Blutes geschieht Uber die
gleichbenannten Venen. Auch hier stellt wieder die Vena pudenda externa den
Hauptabfluss dar, welcher Uber die Vena mammaria cranialis und die Vena mamma-
ria caudalis gespeist wird. Uber die Vena mammaria cranialis, die sich nach kranial,
subkutan verlaufend, in der Vena epigastrica cranialis superficialis (Milchader) fort-
setzt und zwischen 8. Rippenknorpel und Schaufelknorpel ihren Durchtritt durch die
Bauchdecke hat (Milchnapfchen), existiert ein zweiter Abfluss. Ein maoglicher dritter
Abfluss ist durch den Ramus labialis dorsalis et mammarius, welcher von der Vena
mammaria caudalis ausgeht, in die Vena pudenda interna gegeben. Eine Besonder-
heit beim Rindereuter stellt der an der Zitzenbasis befindliche FURSTENBERGSCHE
Venenring dar. Er hat die Aufgabe diese Stelle vor einer zu starken Ausweitung zu
bewahren. Die vielen Anastomosen stellen sicher, dass die Milchdruse selbst bei
Kompression eines Gefalles, wie es durch Niederlegen der Fall sein kann, noch aus-
reichend mit Blut versorgt wird und es zu keiner Abflussstérung kommt. (GEYER,
2005; GLATTLI, 1924; HABERMEHL, 1996; ZIETSCHMANN, 1985).



Die Lymphdrainage des bovinen Euters erfolgt Gber ein Netz von Lymphkapillaren
und Lymphgefalien. Letztere konnen einen Durchmesser von bis zu 7 mm aufweisen
und sich untereinander verbinden. Sie besitzen alle im Abstand von 0,6 bis 1,8 cm
Klappen. Die LymphgefalRe der Zitze, der Euterhaut, des subkutanen Fettgewebes
und die oberflachlichen Parenchymlymphgefalle je einer Euterhalfte ziehen subkutan
auf der lateralen Euterseite in Richtung Euterbasis und minden in den Lymphonodus
inguinalis superficialis proprius, welcher zum Lymphocentrum inguinale superficiale
gehort. Er befindet sich dorsal zwischen Milchdrise und medialer Schenkelflache.
Seine raumliche Ausdehnung betragt in der Lage und Hohe etwa 6 cm und ist 2 cm
dick. Die tiefen Parenchymlymphgefalie verlaufen direkt zum Lymphonodus inguina-
lis profundus des Lymphocentum inguinale profundum. Hier treffen auch Gefalte vom
oberflachlichen Euterlymphknoten und den Fettmassen der Euterbasis ein. Seine
Position ist noch weiter dorsokranial vom Oberflachlichen und er hat die Form einer
Zigarre mit kraniokaudaler Langsachse. Der weitere Abfluss von hier aus erfolgt ent-
lang der Arteria iliaca externa und Uber die seitliche Bauchwand in Lymphknoten des
Lymphocentrum iliosacrale (KOCH und BERG, 1993; ZWART, 1911).

Fur die sensible Innervation der bovinen Milchdrise sind vier Spinalnerven verant-
wortlich. Die Ramie cutanei ventrales des Nervus iliohypogastricus und des Nervus
ilioinguinalis versorgen die Haut der Bauchviertel und des kranialen Bereichs der
Milchdrisenbasis. Die restliche Haut, auRer die Kaudalflache des Euters, fur die der
Ramus mammarius des Nervus pudendus zustandig ist, das Drusenparenchym und
die Zitzen werden vom Nervus genitofemoralis innerviert. Die sympathischen Fasern
des Ganglion mesentericum caudale, welche mit dem Nervus genitofemoralis durch
den Leistenspalt bis ins Euterparenchym ziehen, stellen die vegetative Innervation
dar (HABERMEHL, 1996; ZWART, 1911).

Neben dem beschriebenen Erscheinungsbild des bovinen Euters erwahnen
BRAGULLA und KONIG (1999) noch Sonderformen, wie Hyperthelie, bei welcher
Uberzahlige Zitzen vorkommen, und Hypermastie, bei welcher den Uberzahligen Zit-

zen Drusenkorper zugeordnet sind.



21.2 Histologie des bovinen Euters

Der Drusenkorper der Milchdruse besteht aus Drisenalveolen, Milchgéangen und der
Milchzisterne. Mehrere Alveolen und kleine Milchgange bilden ein Milchdrisenlapp-
chen (Lobulus glandulae mammariae), welches von lockerem Bindegewebe (Septa
interlobularia) umgeben ist. Die Milchdrusenlappen (Lobi glandulae mammariae) set-
zen sich aus vielen solchen Lappchen, die alle in einen Milchgang minden, zusam-
men und sind in grobe Bindegewebszige (Septa interlobaria) gehallt. Die Milchgan-
ge vereinigen sich in Sammelgangen, um endgultig in die Zisterne (Sinus lactiferus)
zu gelangen (LUDEWIG, 1997).

Die Wand der DriUsenalveolen (Alveoli glandulae) besteht aus einer Basallamina
(Membrana propria), welche die Verbindung zum intraalveolaren Bindegewebe dar-
stellt, einer kontraktilen Zellschicht aus Myoepithelzellen beziehungsweise Korbzellen
(Myoepitheliocyti stellati) mit Beteiligung an der Milchejektion und einem einschichti-
gen Drusenepithel (BOMMELI, 1972). Das Erscheinungsbild der Epithelzellen hangt
stark vom Sekretionszyklus ab und bewegt sich zwischen niedrig- bis hochprisma-
tisch (SMOLLICH, 1992). Zusammen mit dem Endothel der perialveolaren Kapillaren
stellen diese Schichten die Blut-Milch-Schranke dar (LUDEWIG, 1996).

Die Alveolen sind maschenartig mit BlutgefaRen umgeben. Zwischen ihnen befinden
sich Spalten im Gewebe, die als Lymphdrainage aus den Lappchen fungieren. Sie
muanden in ein Netz aus tiefen interlobularen Lymphgefallen und stellen so zusam-
men mit den oberflachlichen LymphgefalRen der Kapsel das Abflusssystem der
Milchdruse dar. Ein Teil der Nerven versorgt die Blutgefale, der andere die Drusen-
schlauche. Letztere durchbrechen die Basalmembran und enden an den Drusenzel-
len (ELLENBERGER und GUNTHER, 1908).

Die Alveolen sitzen nacheinander mit den Ductus alveolares als Verbindungsstuck an
den kleinen intralobularen Milchgangen (Ductus alveolares lactiferi) (LUDEWIG,
1997). Sie sind mit einem einschichtigen kubischen Epithel ausgestattet und besitzen
keine sekretorischen Eigenschaften mehr. Uber diese gelangt die Milch in die gréRe-
ren, in den interlobuldren Bindegewebssepten verlaufenden, interlobularen Milch-
gange (Ductus lactiferi). Sie besitzen ein zweischichtig abgeflachtes kubisches Epi-
thel (CALHOUN und STINSON, 1976). Je weiter distal man sich in den Sammelgan-
gen (Ductus lactiferi colligentes) in Richtung Milchzisterne (Sinus lactifer) befindet,

desto mehr wandelt sich das Epithel von einem iso- zu einem hochprismatischen.



Das Epithel der Zisterne ist ebenfalls zweischichtig iso- bis hochprismatisch
(LIEBICH et al., 2003). Die Milchgange und der Milchsammelraum sind ebenfalls von
einer Schicht aus glatter Muskulatur umgeben, welche nach distal immer prominenter
wird und ebenfalls an der Milchejektion beteiligt ist (CALHOUN und STINSON, 1976).
MICHEL (1979a) erwahnt ein Aufeinanderfolgen von weit- und englumigen Abschnit-
ten, was einen kontinuierlichen Sekretablauf verhindert (SMOLLICH, 1992). Dies
wiederholt sich auch in der Zisterne, welche durch eine Ringfalte in die Pars glandu-
laris und Pars papillaris geteilt wird.

Zum Strichkanal (Ductus papillaris) geht das Epithel schlagartig in ein mehrschichti-
ges Plattenepithel Uber, das sich nach aufen in der Hautdecke fortsetzt. Diese ist
beim Rind haarlos und mit vielen Talgdrisen versehen (KOCH, 1956; KROLLING,
1960). Zwischen aullerer Haut und Zitzenzisternenschleimhaut befindet sich die
Muskelbindegewebsschicht aus kollagenen-elastischem Bindegewebe und glatten
Muskelfasern, in welcher die BlutgefalRe und Lymphgange verlaufen. In der Strichka-
nalgegend sind die Muskelfasern besonders stark ausgepragt und bilden damit den
Schliemuskel (Musculus sphincter papillae) (HOSPES und SEEH, 1999).

Nach proximal folgt dann die Hautdecke des Euters mit wenigen Haaren, der sich in
der Tiefe die bindegewebigelastische Euterkapsel anschliel3t (ELLENBERGER und
GUNTHER, 1908). Dieses Bindegewebe zieht zwischen die Lappen und Lappchen
und ist somit der Versorgungsweg uber den die Blutgefalle, Lymphgange und Ner-
venfasern verlaufen (MICHEL, 1979b).

2.2 Sonomorphologie des Euters beim Rind

Die in der Literatur beschrieben Informationen zu Ultraschalluntersuchungen am Rin-
dereuter beginnen in den 80iger Jahren dieses Jahrhunderts (JENNINGER, 1989).
Im Gegensatz zur Ultraschalluntersuchung an der Rinderzitze zur Abklarung von ge-
deckten Zitzenverletzungen wurde bisher Uber die Ultraschalldiagnostik am bovinen
Euterparenchym nur wenig gearbeitet und in der Praxis ist dieses Verfahren nicht
verbreitet (STOCKER und RUSCH, 1997). In der Veterinarmedizin wird routinemaRig
der Brightnes Mode (B-mode) oder two-dimensional (2-D) Ultraschall verwendet. Es
gibt aber auch Angaben zum three-dimensional (3-D) Verfahren (FRANZ et al.,,
2004). In der Regel werden Schallfrequenzen zwischen 2 und 10 MHz eingesetzt
(FLUCKIGER, 1997). FLOCK und WINTER (2006) setzen sogar Frequenzen bis



13 MHz ein. Als Schallkdopfe kommen sowohl Linear- als auch Convexsonden zum
Einsatz.

Die von der Sonde erzeugten hochfrequenten Schallwellen werden vom Gewebe
durch verschiedene akustische Dichten (Impendanz) unterschiedlich reflektiert. Dabei
wird die Starke des rlcklaufenden Echos mit den Begriffen stark echogen, schwach
echogen und anechogen bezeichnet. Flussigkeiten wie Milch zeichnen sich anecho-
gen ab (CARTEE et al.,, 1986). Das Eutergewebe besteht aus Bindegewebe und
Drisenparenchym. Ersteres stellt sich starker und zweiteres schwacher echogen dar
(STOCKER und RUSCH, 1997).

JENNINGER (1989) erarbeitete ein standarisiertes Vorgehen zum Ultaschalluntersu-
chungsgang am bovinen Euter. Sie untersuchte jedes Viertel separat und beginnt
immer proximal mit vertikaler Schallkopfausrichtung. Zuerst verschafft sie sich einen
Uberblick und geht spater genauer auf Auffalligkeiten ein. Hierzu kommen dann auch
andere Sondenausrichtungen zum Einsatz.

Zu Beginn ihrer Arbeit stand die invitro Untersuchung von 20 Eutern wirtschaftlich
verwerteter Rinder, um einen Uberblick Uber die anatomischen Strukturen zu erhal-
ten und um die Tauglichkeit der Ultraschallgerate zu prufen. Der nachste Schritt war
die in vivo Untersuchung. Hier teilte sie die Tiere in zwei Gruppen ein. Zum einen
waren es 84 weibliche Rinder mit bekannter Anamnese aus der Gynakologischen
und Ambulatorischen Tierklinik der Universitat Munchen, zum anderen waren es 100
Farsen und Kuhe mit unbekannter Anamnese, welche auf dem Schlacht- und Vieh-
hof Miunchen lebend vermarktet wurden, deren Euter ultrasonographisch untersucht
wurden. Bei der zweiten Gruppe ging dem Ultraschall eine klassische klinische Diag-

nosestellung voraus und zum Teil folgte auch eine postmortem Untersuchung.

2.21 Gesundes Euter

Die Euterhaut stellt sich ultrasonographisch zweischichtig dar. Dabei ist die Cutis
starker und die Subcutis schwacher echogen. Blutgefalle die in der Subcutis haufig
vorkommen stellen sich als anechogene Hohlraume dar. Durch die Mischung aus
starken und schwachen echogenen Strukturen erscheint das Euterparenchym eines
gesunden, laktierenden Rindes unstrukturiert mit feinen, diffus verteilten Echoplnkt-
chen (JENNINGER, 1989). Nach TAKEDA (1989) und TROSTLE und O’BRIEN
(1998) steht der anechogene Milchsammelraum nach proximal mit den ebenfalls

anechogenen Milchgangen, die sich als réhrenférmige Gebilde abzeichnen, in Ver-



bindung. Die Bildmuster variieren jedoch zwischen einzelnen Individuen. Die Wan-
dung des Milchsammelraumes zeigt sich als Mischung aus starker und schwacher
echogenen Falten. Die im schwach echogenen Drusenparenchym gelegenen ane-
chogenen Hohlrdume kdnnen nur dann eindeutig in Milchgange und Blutgefalie un-
terschieden werden, wenn eine direkte Verbindung der Milchgange in den Milch-
sammelraum gegeben ist (CARTEE et al., 1986; FLOCK und WINTER, 2006). Im
Bereich des Sulcus intermammarius wird der Aufhangeapparat in Form von parallel
angeordneten starker echogenen Schichten, die in die Tiefe ziehen, sichtbar
(JENNINGER, 1989).

2272 Erkranktes Euter

Uberzahlige Zitzen

Mit Hilfe von Ultraschall kann man beim Vorliegen von Hyperthelie die Nebenzitzen
identifizieren und es kann festgestellt werden, ob gemeinsames Drisengewebe von
beiden existiert (TROSTLE und O'BRIEN, 1989).

Euterodem

Die bei einem Euterédem in die Unterhaut eingelagerte Gewebefllssigkeit zeigt sich
ultrasonographisch in Form von wechselnden starker echogenen und anechogenen
Schichten. Ein langer bestehendes chronisches Odem andert sich vom flissigkeits-
geflllten zum bindegewebigen Zustand und stellt sich so als homogene Verbreite-
rung der Subcutis dar (JENNINGER, 1989).

Euterhamatom

Zu Beginn ist der blutgeflllte anechogene Hohlraum sichtbar. Im Zuge der Koagula-
tion erzeugt das Hamatom erst ein unregelmaRiges Echo, welches sich darauf in ein
netzartiges Bild mit anechogenen Hohlraumen wandelt. Die Hulle besteht aus einer
anechogenen inneren und einer starker echogenen dunnen &uferen Schicht
(JENNINGER, 1989).

Mastitiden

Bei vorliegen einer Mastitis catarrhalis ist der starker echogene Bildanteil vermehrt.
Knotige Drisengewebsveranderungen stellen sich echogener als die Umgebung dar
und besitzen einen ungleichmaligen anechogenen Rand. In den Milchraumen sind

echogene Schwebeteilchen zu erkennen, welche sich in schweren Fallen so stark



vermehren kdnnen, dass eine Unterscheidung des Gangsystems vom Drlusenparen-
chym unmaoglich ist (JENNINGER, 1989).

Die fur eine Mastitis apostematosa charakteristischen Abszesse erscheinen mit star-
ker echogener Abszesskapsel und schwacher echogenem gleichmafligen Abszess-
inhalt. Mit zunehmendem Alter nimmt die Breite der Kapsel ab und das Echo ver-
starkt sich (STOCKER und RUSCH, 1997; TROSTLE und O’BRIEN, 1998). In allen
Altersstadien liegt der Abszesskapsel innen und aufden ein dunner anechogener Be-
reich an (JENNINGER, 1989).

JENNINGER (1989) untersuchte jeweils eine Kuh mit gangraeneszierender Mastitis,
einer Pilzmastitis und einer Nokardienmastitis. Bei der gangraendésen Form ist die
Echogenitat im Vergleich zu den gesunden Vierteln sichtbar erhoht und das Bild wirkt
unscharf. Die Pilzmastitis zeigt sich ultrasonographisch unauffallig, wohingegen bei
der Nokardienmastitis deutliche Veranderungen zu erkennen sind. Die Knoten im
Drisengewebe zeigen im Zentrum normale Echogenitat und einen feinen fast
anechogenen Randbereich. Gelegentlich ziehen von diesem aus anechogene Linien
radiar in Richtung Mittelpunkt, wodurch ein kleeblattartiges Gebilde entsteht.

2.3 Endoskopie am bovinen Euter

Am Rindereuter wird die Endoskopie routinemafig nur zur Detektion und operativen
Behandlung von gedeckten Zitzenverletzungen oder Zitzenobstruktionen angewandt,
welche in der Regel durch Milchabflussstérungen auffallig werden. Der Zugang er-
folgt entweder via Strichkanal oder von lateral durch die Zitzenwand (HOSPES und
SEEH, 1999).

VANGROENWEGHE et al. (2006) nutzen die Endoskopie bei acht Kiihen zur Unter-
suchung der Drisenzisterne und der gro3en Milchgange. Dort konnten sie die Ein-
mundungen der kleineren Milchgange visualisieren. Die Sicht erhielten sie indem
nach dem Melken und vollstandigen Ablassen des Residualgemelkes ein Gemisch
aus 20 ml Procain und 20ml steriler pyrogenfreier Kochsalzlésung durch den Strich-
kanal in die Zitzen- und Euterzisterne infundiert wurde. Mit Hilfe einer Biopsiezange
entnahmen sie unter Sichtkontrolle Gewebe im Bereich des Milchsammelraumes.
Dies gelang ohne dabei Blutungen zu verursachen.

Von SHAKESPEARE (1998) existiert ein Fallbericht, in welchem er mittels Endosko-

pie kleine Plastikstickchen in den Milchsammelgangen auffindet. Der Ausldser flr



den Einsatz des Endoskops war ein Gebilde, welches zu Beginn der Untersuchung
palpatorisch in der Zitze angesprochen wurde, aber beim weiteren Vorgehen nicht
wieder aufzufinden war. Letztendlich stellte sich heraus, dass es sich dabei um Be-
samungspipettenstickchen handelte, welche den Strichkanal weiten sollten, um den
Milchfluss zu erhéhen und dann in die Milchgange gewandert sind.

Bei einer anderen Kuh bestatigte er endoskopisch das Fehlen der Milchsammelrau-
me auf drei Vierteln, was sich durch geringe Milchleistung aus Selbigen auferte.
SHAKESPEARE (1998) verwendete gefilterte Luft, um das Sichtfeld zu verbessern

und die Scharfe zu steigern.

24 Biopsie am bovinen Euter

Bisher wurde eine Reihe von Untersuchungen durchgefuhrt, um Gewebeproben aus
dem bovinen Euter zu entnehmen.

HEDSTROM (1932) entnahm das Driisengewebe mit Hilfe eines Trokars, welcher
aus einer Metallrohre mit einer gleitenden Klinge bestand. Eine andere Variante der
Gewebeentnahme nutzen ANDBERG und KARLSON (1942). Sie gewannen die Pro-
be mit einem scharfen Messingkorkbohrer. Auch die Mdglichkeit das Gewebestlck
mit einer Pinzette zu fassen und dann mittels Skalpell abzutrennen, wurde ange-
wandt (SHVABE et al., 1960). Den Zugang zum Drusenparenchym verschafften sich
alle durch eine Inzision in der Haut, wobei SHVABE et al. (1960) zusatzlich Spreizer
einsetzten, um das Eutergewebe freizulegen.

Einen anderen Zugangsweg wahlten PLATONOW und BLOBEL (1962), indem sie
eine Osophagialbiopsiezange nach JACKSON durch den Strichkanal einfiihrten, um
die Gewebeprobe zu erhalten.

MARX und CARULO (1963) verglichen drei Biopsiemethoden miteinander, wobei ihr
Augenmerk auf Reaktionen wie veranderte Milchproduktion, Blut im Gemelk und
Entwicklung einer Mastitis lag. Der Einsatz des Korkbohrers erzeugte ubermaRige
Blutungen und ausgepragtes Gewebetrauma. Mit der SILVERMAN-BOEKER-
Biopsienadel wurden zwei Zugangswege verfolgt. Uber den Weg durch den Strich-
kanal traten extreme Blutungen auf, weil die Blutgefalidichte im Bereich der Drisen-
zisterne sehr hoch ist. Die Gewebeproben fur die histologische Untersuchung waren
allerdings exzellent. Weniger Gewebeschaden und akzeptable Proben erhielten sie,

wenn die Biosienadel durch die Haut des Euters eingebracht wurde. Am geringsten
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fielen die Blutungen aus, wenn die Biopsie mittels Skalpell und Arterienklemme als
Fassinstrument, entnommen wurde. Die Tiefe, aus welcher sie das Gewebe entnah-
men, wurde durch das Vorhandensein von Drisengewebe bestimmt. Aus groRerer
Tiefe entnommene Gewebeproben, erzeugten blutigere Milch als solche aus ober-
flachlichen Schichten.

HIBBITT (1964) entnahm seine Biopsieproben an den Kaudalflachen der Euter von
zwolf laktierenden Kuhen. Nach Inzision der Haut konnte mit einer 1,8 cm breiten und
12 cm langen und scharfen Kanlle aus Edelstahl oder Messing unter drehenden
Bewegungen ein Gewebestlick geschnitten werden, welches in der Tiefe mit einer
langen gebogenen Schere vom Euter abgetrennt wurde. Die Proben wogen zwi-
schen 5 und 12 g. In den entstandenen Hohlraum wurde ein Gelatineschwamm ein-
gelegt, um die Blutgerinnung zu unterstitzen und der Hautverschluss erfolgte mit
Einzelheften. Zwei Kihe entwickelten eine Mastitis, die durch eine antibiotische Be-
handlung erfolgreich therapiert wurde. Nach vier bis sechs Monaten wurden sieben
Tiere geschlachtet und deren Euter untersucht. An der Stelle des Eingriffs befand
sich ein bindegewebiger Strang im Durchmesser von 0,5 cm, sodass der Verlust des
Gewebestlcks fur die Milchleistung vernachlassigbar war.

KNIGHT et al. (1992) bioptierten 80 Euterviertel. Sie gelangten an das Driusengewe-
be, indem sie unter Sedation und Lokalanasthesie mit einer 5 cm langen Inzision ei-
nen Zugang durch die Haut herstellten und sich stumpf durch die Euterkapsel prapa-
rierten. Das 5 - 10 g schwere Bioptat entnahmen sie mit Elektrokauterisation oder
Skalpell. Nach Herstellung der Hamostase mittels Arterienklemmen und Naht der
Verletzung, wurden das tiefe Gewebe und die Haut verschlossen. Die Kuhe erholten
sich schnell vollstandig und nach 24 Stunden waren keine Koagel oder Blut mehr in
der Milch enthalten. Bei einem zweiten Durchgang, mit auf sechs Stunden verkirz-
tem Melkintervall, entziindete sich in einigen Fallen die Wunde und bei vier von 32
Vierteln entstand eine durch Actinomyces pyogenes ausgeldste Mastitis.

Die Untersuchungen von FARR et al. (1996) hatten zum Ziel, ohne Allgemeinanas-
thesie durch eine mdglichst kleine Inzission eine aussagekraftige Probe des bovinen
Mammargewebes zu entnehmen. Augenmerk wurde auf eine relativ kurze Zeit bis
zur vollstandigen Abheilung gelegt. Zum Einsatz kam eine rotierende Biopsienadel
mit ausfahrbarer Klinge, mit welcher ein Gewebestick von 4 x 70 mm und 0,75 -1 g
gewonnen wurde. Die Hautwunde wurde mit Klammern nach MICHEL verschlossen

und nach sechseinhalb Tagen waren keine Blutrickstande mehr in der Milch vorhan-
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den. Der Eingriff wurde an acht Erstlingskiihen in der Mitte der Laktationsperiode
durchgefuhrt.

Zur Diagnostik einer von Prototheca zopfii ausgeldsten Mastitis setzten COSTA et al.
(2004) eine Feinnadelbiopsie ein. Sie beprobten 21 Euterviertel mit dem VALERI ™
Cytoaspirator mit Injektionsnadeln der GroRe 30 x 7 mm und stellten fest, dass diese

Technik nur geringe Gewebeschaden verursacht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Bei den Untersuchungen handelte es sich um einen genehmigten Tierversuch
(Aktenzeichen: V 54 — 19 ¢ 20/15 ¢ GI 18/14 Nr. A 38/2009).

3.1.1 Lebende Tiere und Schlachthoforgane

Im ersten Abschnitt der Versuche wurden die Euter von Milchkihen der Rasse
Fleckvieh (n = 15) unterschiedlicher Laktationsstadien klinisch und ultrasonographisch
untersucht. Die Tiere stammten aus einem Milchkuhbetrieb in Urphar. Ziel war es, die
inneren Strukturen der Milchdrisen darzustellen, um fir die spater anstehenden
Bioptatentnahmen die geeigneten Lokalisationen zu finden.

Die Biopsiemethode wurde zuerst an Eutern (n = 10) von geschlachteten Kuhen er-
probt. Die isolierten Organe stammten aus dem Schlachthof GieRen GmbH in Gie-
Ren. Der zweite Teil der Untersuchungen zur Bioptatentnahme fand an laktierenden
Kdhen (n = 16) sowohl mit gesunden als auch erkrankten Milchdrusen statt. Die Tiere
stammten aus dem Patientengut der Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie und Andro-
logie der Grol3- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz der Justus Liebig Universi-
tat Gielden.

3.1.2 Sonographie

Die Untersuchungen wurden mit dem sonographischen Gerat VET 180 PLUS
(SonoSite Incorperated, Bothell, WA, USA) durchgefihrt (Abbildung 1). Als Schall-
kopf kam eine 5 MHz Rektalsonde (L52/10 - 5 MHz Transducer) zum Einsatz. Dieses
Gerat ist als tragbare Version mit Akku oder als Standgerat auf einem Terminal mit
LCD — Monitor und externer Stromversorgung einsetzbar. Als Gerateeinstellung wur-
de der B-Mode gewalt. Als Eindringtiefe wurden 5,7 cm gewahlt, was in etwa der
Eindringtiefe der spater eingesetzten Biopsienadeln entsprach. Die Bildscharfe wur-
de auf die jeweils zu erfassenden Strukturen angepasst, um aussagekraftige Bilder
zu erhalten. Die Zusatzfunktion des Dopplers ermdglichte es, Blutgefalie von Milch-
gangen zu unterscheiden. Mit Hilfe der Taste “Freeze® konnte das Echtzeit-Bild auf
dem Monitor fixiert werden, um anschlieRend Vermessungen vorzunehmen und es
zu speichern. Die auf dem Geratespeicher gesicherten Bilder wurden mittels einem
Videokabel und dem DAZZLE® Video Creator Platinum (Pinnacle Systems Incorpera-
ted, Mountain View, California, USA) auf den Laptop als Videosequenz Ubertragen,
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wo sie mit der Software AM Capture® (Microsoft Corperation, Redmond, Washington,
USA) im AVI — Format (Audio Video Interleave) gespeichert werden konnten. Die
einzelnen Bilder wurden mittels Windows Movie Maker® (Microsoft Corperation,
Redmond, Washington, USA) aus dem Kurzfilm mit der Programmfunktion “Einzelbild
erzeugen“ geschnitten und konnten so als Bilddatei im JPEG — Format (Joint Pho-

tographic Experts Group) gesichert werden.

Abbildung 1: Sonographisches Gerat VET 180 PLUS mit 5 MHz Rektalsonde.
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3.1.3 Milchproben

Die Viertelgemelksproben zur bakteriologischen Untersuchung durch den Landesbe-
trieb Hessisches Landeslabor (LHL) in GieRen wurden in 14 ml Laborréhrchen mit
Griffstopfen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) abgemolken. Diese enthielten einen

Konservierer und waren sterilisiert.

Konservierungsmedium fiir Milchproben (Rezeptur des LHL fur 5 Liter Ansatz)

Borsaure 250 ¢
Kaliumsorbat 3,759
Glycerin 42,5 ml
Methylenblau abwiegen 2,5 mi
Demineralisiertes Wasser 51

Ingridienzien dem demineralsiertem Wasser zugeben und mit Hilfe eines

Magnetruhrers vollstandig I16sen.

3.14 Bioptate

Die Gewebeproben wurden mit dem Biopsieinstrument SuperCore™ (Angiotech,
Medical Device Technologies, Incorporated, Gainsville, Florida) in der GroRe 14 GA x
9 cm und den zugehorigen koaxialen Einflhrnadeln (Angiotech, Medical Device
Technologies, Incorporated, Gainsville, Florida) in der Grofle 13 GA x 3,9 cm ent-
nommen (Abbildung 2). Die Kanulen bestanden aus einer Metallhilse und einem an
der Spitze scharf angeschliffenem Mandrin. Mit dem an der Hulse befindlichen
Metallclip konnte eine Eindringtiefenbegrenzung vorgenommen werden. Die Biopsie-
instrumente setzten sich ebenfalls aus einer Metallhllse und einem Mandrin zusam-
men. Jedoch war hier der Mandrin ab dem ersten Zentimeter nach der Spitze fur eine
Lange von zwei Zentimeter bis auf den halben Durchmesser reduziert. Durch Zu-
ruckziehen der Hilse wurde eine Feder gespannt, welche selbige nach Dricken des

Auslosers wieder nach vorne schnellen lies und so das in der Vertiefung befindliche
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Gewebe isolierte. Mit der Mdglichkeit die Hllse einen oder zwei Zentimeter zurtick-

zuziehen konnten unterschiedlich grol3e Gewebestiicke gewonnen werden.

Abbildung 2: Biopsieinstrument SuperCore™ mit Koaxialer Einfihrnadel in ver-

schiedenen Stellungen. Links: Biopsieinstrument entspannt, Kammer
geschlossen; Mandrin in Einfihrnadel geschraubt. Rechts: Biopsiein-
strument gespannt, Kammer gedffnet; Mandrin aus Einfihrnadel ent-

nommen.

3.1.5 Gewebeproben

Ein Teil des Bioptats wurde zur bakteriologischen Untersuchung, welche durch den
LHL in Gielden durchgefuhrt wurde, in 13 ml Laborréhrchen mit Schraubverschluss
(Sarstedt, Numbrecht) Uberfuhrt. Diese enthielten 3 ml 0,9 % sterile NaCl Lésung

(Braun, Tuttlingen) und waren sterilisiert.

3.1.6 Histologie

Der andere Teil der frisch gewonnenen Gewebeproben wurde in neutral gepuffertem
Formol nach Lilie fixiert. Nach der Einbettung in Paraffin und der Herstellung von
Schnitten mit dem Microtom Leica RM 2125 RT (Leica Mikrosysteme Nussloch
GmbH, Nussloch) fand eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung fir die lichtmikroskopische
Auswertung statt (ROMEIS, 1989).

16



3.2 Methoden
3.2.1 Euteruntersuchung

Bei jedem Tier wurde eine Euteruntersuchung durchgefuhrt (GRUNERT, 1990). Die-
se bestand aus der Adspektion und Palpation der Euterviertel sowie der sensori-
schen Sekretprifung und dem von SCHALM und NOORLANDER (1957) entwickel-
ten California-Mastitis-Test (CMT) der Viertelgemelksproben.

Bei der Adspektion wurde auf Grofde, Sitz und Form des Euters als Ganzes geachtet.
Die Euterviertel und die Zitzen wurden vergleichend von schrag vorn, von der Seite
und von hinten betrachtet.

Die Palpation gliederte sich in die Untersuchung der Euterhaut, in die des Drusen-
korpers einschlieBlich der Drusenzisterne und in die der Zitzen. Zuerst wurden die
einzelnen Euterviertel mit beiden Handen oberflachlich, dann tief durchpalpiert. Die
Zitzen wurden mit Hilfe des Zitzenrollgriffes untersucht, um Unregelmaligkeiten in
der Wand oder an der Schleimhaut zu entdecken.

Im Rahmen der sensorischen Sekretprifung lag das Augenmerk auf qualitativen
Veranderungen wie Farbe, Geruch, Konsistenz und Beimengungen der Viertelge-
melksproben. Zusatzlich wurde noch der CMT durchgeflhrt, um den somatischen

Zellgehalt als Indikator fur eine entzindliche Veranderung im Euter zu bestimmen.

3.2.2 Sonographie

Die Milchdrisen wurden nach der Untersuchungsmethode von JENNINGER (1989)
ultrasonographisch untersucht. Dabei wurde jedes Euterviertel in die Seitenflache
und je nachdem, ob es sich um ein Vorder- oder Hinterviertel handelte, in die Vorder-
oder die Hinterflache unterteilt. Jede dieser Flachen setzte sich in Abhangigkeit von
der vertikalen Ausdehnung aus bis zu vier Etagen zusammen, welche in ihrer Hohe
der Schallkopflange entsprachen. Die einzelnen Flachen beziehungsweise deren
Etagen wurden separat von proximal nach distal mit vertikaler Schallkopfausrichtung
auf das Vorhandensein von Blutgefalden durchmustert (Abbildung 3). Fur jede Etage
wurde ein charakteristisches Bild gespeichert. Zur besseren Anbindung der Sonde
wurde das Euter mit dem Panasonic - Profihaarschneider ER 149A (Panasonic
Corporation, Osaka, Japan) rasiert und die Euterhaut nach dem Benetzen mit Was-
ser mit Ultraschallgel (Selectavet — Dr. Otto Fischer GmbH, Weyarn-Holzolling) ein-
geschmiert. Im Fokus der Untersuchung lag das Vorhandensein von Blutgefalen,

welche mittels Dopplerfunktion von den Milchgangen unterschieden wurden.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung zur Vorgehensweise bei der ultraso-
nographischen Euteruntersuchung beim Rind am Beispiel der Seiten-
flache des linken Vorder- und Hinterviertels, der Abstand der gestri-

chelten Linien betragt ca. 10 cm.

3.2.3 Milchprobenentnahme

Bei jeder zu bioptierenden Kuh wurde unmittelbar vor der Gewebeprobenentnahme
aus jedem Euterviertel eine Milchprobe abgemolken. Vor der Entnahme der Milch-
proben wurden die ersten Strahlen des Gemelks verworfen und jede Zitze wurde
grundlich mit 70% Alkohol gereinigt. Zur Gewinnung der Proben wurden die gedffne-
ten Laborrohrchen waagerecht neben das Euter der Kuh gehalten und die Milch in
horizontalem Strahl eingemolken. Somit konnte eine Kontamination der Proben durch
von der Euterhaut stammende Schmutzpartikel vermieden werden. Nachdem die
Roéhrchen zur Halfte geflllt waren, wurden sie sofort verschlossen und zur bakterio-
logischen Untersuchung an das LHL Ubersandt. Diese Untersuchung erfolgte nach

Leitlinie der Deutschen Veterindrmedizinischen Gesellschaft (DVG, 2009).
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3.24 Bioptatentnahme

Der erste Versuch der Bioptatentnahme fand an isolierten Eutern von frisch ge-
schlachteten Kiuhen statt. Die Milchdrisen wurden in Aufhangegestellen positioniert,
um die physiologischen Verhaltnisse zu simulieren (Abbildung 5). Bioptiert wurden
die beiden Vorderviertel auf zwei Ebenen im Bereich des Milchsammelraumes Uber
Zugange von der Lateralflache des Euters und die beiden Hinterviertel auf drei Ebe-
nen im Bereich des Milchsammelraumes uUber Zugange von der Kaudalflache des
Euters (Abbildung 4). Der erste Zugang befand sich immer zwei Zentimeter proximal
der Zitzenbasis und die weiteren jeweils zwei Zentimeter Uber den vorausgehenden
Zugangen. Hierzu wurden die Euter an den betreffenden Stellen rasiert, gesaubert
und desinfiziert. Als nachstes folgte die Platzierung der koaxialen EinfUhrnadel unter
Umgehung der oberflachlich sichtbaren Eutergefalle. Nach Entfernung des Mandrins
wurde das zuvor gespannte Biopsieinstrument eingefuhrt und dessen Mandrin zwei
Zentimeter vorgeschoben (Abbildung 5). Nach Betatigung des Auslésemechanismu-
ses wurde das in der Auskerbung des Mandrins befindliche Gewebe durch Vor-
schnellen der Kandule isoliert und die Probe konnte enthommen werden.

Die Vorgehensweise wiederholte sich mit einigen Abweichungen im zweiten Schritt
an den Eutern lebender Kuhe. Hier wurden die im Behandlungsstand fixierten Kuhe
vor dem Eingriff am Euter einer Sedation mit 2 ml Xylazinhydrochlorid (Proxylaz,
Vexy-Pharma GmbH, Schwarzenborn) unterzogen, welche intramuskular in die An-
konaenmuskulatur appliziert wurde. Die Euter wurden an den Einstichstellen mit Ein-
malrasierern und Seifenwasser rasiert, sodass die Haut mit 70% Alkohol gereinigt
und mit Skinsept ® G — Lésung (Ecolab, Disseldorf) desinfiziert werden konnte. Bei
den lebenden Kihen wurde aus jedem Euterviertel in den oben aufgeflhrten Berei-
chen unter Umgehung der oberflachlich sichtbaren Gefalie jeweils eine Biopsieprobe
entnommen. Nach dem Eingriff wurde die Einstichstelle mit Aluspray (Selectavet —
Dr. Otto Fischer GmbH, Weyarn-Holzolling) bespruht. An den darauf folgenden
Tagen wurden die Euter taglich klinisch untersucht, um die Auswirkungen der Pro-

benentnahme zu erfassen.
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Bauchviertel Links Rechts

Abbildung 4: Schematische Darstellung zur Vorgehensweise bei der Biopsiepro-
benentnahme am Beispiel der Seitenflache des linken Vorderviertels
und der Hinterflache des Euters, der Abstand der gestrichelten Linien

betragt 2 cm.

Abbildung 5: Den physiologischen Verhaltnissen entsprechend aufgehangtes Euter
und Einfuhrung des Biopsieinstruments durch die koaxiale Einfihrna-
del.
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3.2.5 Gewebeprobengewinnung

Gewebeproben fur die bakteriologische Untersuchung am LHL wurden ausschliel3lich
von lebenden Tieren gewonnen. Hierzu wurde nach dem Offnen der mit frisch ge-
wonnenem Gewebe geflllten Biopsienadel ein Teil des Bioptates in Rdhrchen mit
steriler 0,9 % NaCl Lésung Uberfuhrt. Als Hilfsmittel dienten eine in 70 % Alkohol ge-
lagerte sterile Pinzette und Schere. Die bakteriologische Untersuchung der Gewebe-
proben erfolgte modifiziert nach BISPING und AMTSBERG (1988).

3.2.6 Histologie

3.2.6.1 Untersuchungsmaterial

Zur histologischen Untersuchung dienten die anderen Teile der mittels Biopsie ent-
nommenen Milchdriusengewebeproben. Sie hatten eine Lange von bis zu zwei Zen-

timeter und einen Durchmesser von zwei Millimeter.
3.2.6.2 Histologische Untersuchung

3.2.6.2.1 Fixierung des Probenmaterials

Das Milchdrisengewebe fur die histologische Untersuchung wurde in Kafige (Tissue-
Tek® Il Biopsieeinbettkassette, Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Nieder-
lande) verbracht und bis zur weiteren Bearbeitung in neutral gepuffertem Formol

nach Lilie eingelegt.

Formol nach Lilie (neutral gepuffert, fir 11 Losung)

Formaldehydl6sung (~37%) (Merck, Darmstadt) 100 ml
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Merck) 449
Di-Natriumhydrogenphosphat (Merck) 6,59
Aqua destillata 900 mi
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3.2.6.2.2 Einbettung des Probenmaterials

Die Entwasserung und Einbettung der Gewebeproben in Paraffin fand beim Institut
fur Veterinar-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig Universitat
Gielten mit dem Einbettautomaten Leica TP 1050 (Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar) statt.

Einbettung
Aufsteigende Alkoholreihe Isopropanol 70 %, Isopropanol 80 %,
(Carl Roth, Karlsruhe) Isopropanol 96 %, Isopropanol 100 %,
Isopropanol 100 %
fur je 15 Minuten bei Zimmertemperatur
Xylol (Merck, Darmstadt) 2 x 15 Minuten bei Zimmertemperatur
Paraffin (Merck) 3 x 15 Minuten bei 60 °Celsius
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3.2.6.2.3 Herstellung der Gewebeschnitte

Nach 24 stundiger Kihlung der Paraffinblocke zum Erlangen einer besseren
Schneidbarkeit wurden in der Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der
Grol3- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz der Justus-Liebig Universitat Gie-
Ren mit dem Mikrotom und den Einmalklingen Leica DB 80 L (Leica Mikrosysteme
Nussloch GmbH, Nussloch) 5 ym dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden zum
Ebnen in ein 35°— 38 ° Celsius warmes Wasserbad (G FL 1052, Gesellschaft fur
Labortechnik mbH, Burgwedel) mit Aqua destillata verbracht. Die geglatteten Schnitte
wurden daraufhin auf mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES) beschichtete Objekt-
trager (IDL, Nidderau) aufgezogen.

APES-Beschichtung

APES (Merck, Darmstadt) 20 Sekunden in 2 % ige LOsung
Aceton, reinst (Merck) 2 x spulen
Aqua destillata 2 x spulen

Anschlief3end erfolgte die Trocknung im Warmeschrank Memmert SL 40 (Memmert,
Schwabach) fur 24 Stunden bei 38 °Celsius und die Lagerung in geschlossenen Ge-

falken bei Zimmertemperatur bis zur Farbung.
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3.2.6.2.4 Farbung der Gewebeschnitte

Far die Farbung der Gewebeschnitte kam die Hamatoxylin-Eosin-Farbung zum Ein-
satz. Sie wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Xylol (Merck, Darmstadt) 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe Ethanol absolut, Ethanol 96 %,
(Carl Roth, Karlsruhe) Ethanol 80 %, Ethanol 70 %, Ethanol 60 %,

Ethanol 50 % fur je 5 Minuten

Aqua destillata 5 Minuten
Hamatoxylin (Merck) 8 Minuten
Leitungswasser 10 Minuten wassern
Eosin 0,1 % (Merk) 6 Minuten
Leitungswasser spulen

Ethanol 80 % (Carl Roth) spulen

Ethanol 96 % (Carl Roth) spulen

Ethanol absolut (Carl Roth) 2 x 2,5 Minuten
Xylol (Merck) 2 x 10 Minuten

Die gefarbten Praparate wurden sofort mit Entellan® (Merck, Darmstadt) und Deck-
glasern (IDL, Nidderau) eingedeckelt.
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3.2.6.3 Lichtmikroskopische Auswertung

Alle gefarbten Praparate wurden mit einem Lichtmikroskop Leica DMR (Leica Mikro-
systeme GmbH, Wetzlar) beurteilt. Zuerst wurden alle Praparate bei 2,5 facher Ver-
grélerung mit Hilfe der an das Mikroskop angeschlossenen Digitalkamera Leica DC
300 (Leica Mikrosysteme AG, Heerbrugg, Schweiz) und der dazugehdérigen Bildar-
chivierungssoftware (Leica Mikrosysteme AG, Heerbrugg, Schweiz) auf einem Com-
puter GX 240 Dell gesichert. Spater wurden mit dem selbigen Programm die Ge-
samtflache und der auswertbare Teil der Schnitte berechnet.

Im nachsten Schritt wurden die Entziindungszellen differenziert und Entziindungspa-
rameter bestimmt. Die Polymorphen Neutrophilen Granulozyten wurden zusatzlich
noch mit null bis drei Plus quantifiziert. Bei den ubrigen Zellen wie Lymphozyten,
Makrophagen und Plasmazellen wurde nur das Vorhandensein mit einem Plus ge-
zahlt. Die Parameter Bindegewebs- und Gefalproliferation wurden ebenfalls nur

nach ihrem Auftreten mit einem Plus bestimmt.

3.3 Untersuchungsziele

Mit den ultrasonographischen Untersuchungen am bovinen Euter verschaffte man
sich einen Uberblick iber die inneren Strukturen der Milchdriisen, mit dem Hauptziel
geeignete Stellen fur die Bioptatentnahme aufzufinden. Hier lag das grof3te Augen-
merk auf den Blutgefalen, um vorweg sagen zu kénnen, welche Stellen gemieden
werden sollten und an welchen ein bedenkenloses Bioptieren ohne das Erzeugen
schwerwiegender Blutungen vorgenommen werden konnte.

Die Untersuchungsreihe an den isolierten Schlachthoforganen sollte dann eine ge-
nauere Einschatzung uber die Qualitat der entnommenen Proben liefern, um von den
zuvor ausgewahlten Einstichstellen die bestmaoglichsten zu identifizieren.

Mit der Wiederholung der Eingriffe an lebenden Tieren sollte die Vertraglichkeit und
Praxistauglichkeit der Methode Uberpruft werden, um endgultige Empfehlungen zur

Gewebeprobenentnahme am bovinen Euter aussprechen zu kénnen.
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34 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Arbeitsgruppe Bioma-
thematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinarmedizin der Justus Lie-
big Universitat Gielten. Zur Verwendung kam das Statistikprogrammpaket
BMDP/Dynamic, Release 8.1 (DIXON, 1993). Die grafischen Abbildungen wurden
auf einem Personalcomputer mit dem Programm Microsoft® Office Word 2003 er-
stellt. Zur Berechnung von Mittelwerten, Standartabweichungen, Quartilen und Pro-
zentsatzen kam das Programm Microsoft® Office Excel 2003 zum Einsatz.

Metrische Parameter wie GefalRdurchmesser oder Schnittflache in cm wurden durch
die Berechnung von Mittelwert und Standartabweichung charakterisiert. Die Darstel-
lung der Verteilung dieser Werte erfolgte durch die Angabe der Mediane, der Quartile
(Q1 und Q3) sowie der kleinsten und grofiten Beobachtungen im Box and Whisker
Plot (LORENZ, 1996).

Qualitative und quantitative Merkmale wurden in zweidimensionalen Haufigkeitstabel-
len abgebildet. Die Untersuchung der Zusammenhange erfolgte bei den quantitativen
Merkmalen mit Hilfe von Regressionsanalysen mit dem Programm BMDP3D unter
Angabe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (rg). Fur die Gegenuber-
stellung qualitativer Merkmale wurden die Haufigkeitstabellen in dem Programm
BMDP4F mit dem exakten Test von Fisher auf signifikante Zusammenhange gepruft.
Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau
a = 0,05 zugrunde gelegt, sodass Ergebnisse mit p < 0,05 als statistisch signifikant

angesehen wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Sonographische Euteruntersuchung an lebenden Tieren

Die inneren Strukturen der Milchdrisen lieRen sich sonographisch wie folgt darstel-
len: Die Euterhaut erschien zweischichtig, wobei sich die Haut starker echogen und

die Subcutis schwacher echogen darstellte (Abbildung 6).

RS ZOdQMEI 17 09:54

Abbildung 6: Sonographische Darstellung der Zweischichtigkeit der Euterhaut
(laterolaterale Untersuchungsrichtung, 5 MHz, Rektalsonde, VET 180
PLUS, SonoSite).
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In der Subcutis verlaufende Blutgefalle stellten sich in Abhangigkeit vom Anschnitt

als anechogene strangartige oder kreisformige Gebilde dar, was durch die adspekto-
rischen Befunde bestatigt werden konnte (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Sonographische Darstellung einer oberflachlichen Eutervene (laterola-

terale Untersuchungsrichtung, 5 MHz, Rektalsonde, VET 180 PLUS,
SonoSite).
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Das Euterparenchym erschien als Mischung aus starken echogenen und schwachen
echogenen Strukturen in diffuser, unstrukturierter Zusammensetzung. Erstere stellten
das Stutzskelett in Form von Bindegewebe dar, zweitere das Drisengewebe. Der
Milchsammelraum stellte sich als gro3er anechogener Hohlraum von unregelmafiger
Form dar (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Sonographische Darstellung des Drisenparenchyms und des Milch-
sammelraumes (kaudokraniale Untersuchungsrichtung, 5 MHz, Rek-
talsonde, VET 180 PLUS, SonoSite).
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Andere anechogene Strukturen konnten mittels Dopplerfunktion in Blutgefalte und

Milchgange unterteilt werden. Zusatzlich konnten die Milchgange noch als solche

identifiziert werden, wenn eine direkte Verbindung mit dem Milchsammelraum darge-

stellt werden konnte. Eine genaue Benennung der Blutgefalle konnte nicht erfolgen,

da das Vorkommen und der Verlauf von Euter zu Euter stark variierten. Eine Aus-

nahme machte die Vena mammaria cranialis, welche bei 83 % der untersuchten Vor-
derviertel abgebildet werden konnte (Abbildung 9).

Abbildung 9:
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Sonographische Darstellung der Vena mammaria cranialis (laterolate-

rale Untersuchungsrichtung, 5 MHz, Rektalsonde, VET 180 PLUS,
SonoSite).
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Die Vena mammaria cranialis verlief im Mittel in einer Tiefe von 2,4 + 0,73 cm unter
der Haut und hatte durchschnittich einen Durchmesser von 1,5 + 0,49 cm
(Abbildung 10).
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Vena mammaria cranialis

Abbildung 10: Verteilung der Durchmesser und der Lage der Vena mammaria cra-
nialis in Vordervierteln (n = 25) in cm unter der Haut (Tiefe). Darstel-

lung als Box and Whisker Blot.
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4.2 Bioptatentnahme an Organen

Bei der Bioptatentnahme an 10 Schlachthofeutern konnte aus jeder der 100 Einstich-
stellen eine Gewebeprobe enthommen werden, die fur die histologische Auswertung
fixiert wurde (Abbildung 11).

Abbildung 11: Frisch enthommene Gewebeprobe in gedffneter Biopsienadel.

Aus 63 % der Injektionsstellen war Milchfluss durch die Einfuhrnadel zu beobachten,
was darauf schlieBen lie®, dass die korrekte Lage im Milchsammelraum gegeben
war. So konnte die Probe aus dem den Milchsammelraum umgebenden Gewebe
entnommen werden und zugleich war eine Adspektion des Sekrets mdglich. Bei
einem der Viertel waren in der Milch Flocken enthalten.

Die Einfuhrnadel durfte nach dem Einstechen in das Euter nicht mehr in ihrer Lage-
richtung verandert werden, da dies zu einer Deformation der vorderen Mechanik des

Biopsieinstrumentes fuhren konnte.
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In einem Fall wurden das Euter eroffnet, um den Stichkanal und die Entnahmestelle

der Gewebeprobe darzustellen (Abbildung 12).

Abbildung 12: Darstellung des Stichkanals nach Biopsieentnahme.

33



4.3 Bioptatentnahme an lebenden Tieren

Bei 16 Kihen konnte aus jedem Viertel eine Gewebeprobe entnommen werden. Der
Eingriff wurde ohne Abwehrreaktionen der Kihe toleriert. Die Einfuhrnadel wurde
unter Umgehung der oberflachlich sichtbaren Eutergefale im Bereich des Milch-
sammelraumes positioniert (Abbildung 13) und der Mandrin entnommen
(Abbildung 14).

Abbildung 13: Positionierte Einfihrnadel im rechten Vorderviertel einer Kuh.

Abbildung 14: Milchfluss durch die Einfuhrnadel nach Entfernen des Mandrins.
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Nach Einschieben des Biopsieinstrumentes wurde der Auslésemechanismus betatigt
(Abbildung 15).

Abbildung 15: In die Einfuhrnadel eingeschobenes Biopsieinstrument.

Die so gewonnene Gewebeprobe konnte nach Entnahme der Biopsienadel aus der
Einfihrnadel und Offnen des Verschlusses entnommen werden (Abbildung 16).

Abbildung 16: Geodffnetes Biopsieinstrument mit gewonnener Gewebeprobe.
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Ein Teil des Bioptats wurde in die 0,9 % sterile NaCl Lésung Uberfuhrt und der ande-
re zur Fixation in Biopsiekasetten verbracht. Wahrenddessen verblieb die Einfihrna-
del im Euter und es konnte in 32 Fallen Hamogalaktie beobachtet werden

(Abbildung 17).

Abbildung 17: Hamogalaktie durch die Einfihrnadel nach Gewebeprobenentnahme.

Danach wurde die Hautwunde durch einminatiges Abdriicken der Haut verschlossen

(Abbildung 18).

Abbildung 18: Abdricken der Haut nach Entfernen der Einfihrnadel.
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Wahrend der Gewebeprobenentnahme wurden zu den Zeitpunkten nach Positionie-

rung der Einfuhrnadel und Entfernen des Mandrins (l.), nach Gewebeprobenentnah-

me und Entfernung der Biopsienadel (Il.) und nach Entfernen der Einfuhrnadel (lll.)

die Parameter Milchfluss, Blutfluss oder nichts von beidem durch die Einfihrnadel
(Zeitpunkt I. und 1l.) oder durch die Haut (Zeitpunkt Ill.) erfasst. Bei Zeitpunkt Ill.
konnte zusatzlich die Entstehung eines subkutanen Hamatoms (Abbildung 19) fest-
gestellt werden (Tabelle 1 und Abbildung 20).

Abbildung 19: Nach Retraktion der Einfihrnadel entstandenes subkutanes Hama-

tom.

Tabelle 1: Auftreten lokaler Komplikationen wahrend der Bioptatentnahme aus
Eutervierteln (n = 64) bei Kihen.

Zeitpunkt Nach Positionie- | Nach Gewebepro- | Nach  Entfernen
rung der Einfuhr- | benentnahme und | der Einfihrnadel
nadel und Entfer- | Entfernung der Bi-
nen des Mandrins | opsienadel

Milchfluss 33 (52 %) 11 (17 %) 4 (6 %)

Blutfluss 4 (6 %) 13 (20 %) 13 (20 %)

Milch- und Blutfluss | 8 (13 %) 32 (50 %) 0

Hamatom 0 0 4 (6 %)

Nichts 19 (30 %) 8 (13 %) 47 (73 %)
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Abbildung 20: Auftreten lokaler Komplikationen in Zusammenhang mit der Biopta-

tentnahme am bovinen Euter (n = 64); Zeitpunkte im Vergleich.

4.3.1 Milchbefunde vor und nach der Bioptatenthahme

Vor der Bioptatentnahme wurde das Euter und die Milch untersucht. Die Untersu-
chung am Tag nach der Gewebeprobenentnahme wurde bei den Tieren (n = 8)
durchgefuhrt, die nicht sofort nach dem Eingriff euthanasiert oder geschlachtet wur-
den. Vor dem Eingriff waren 56 Viertel weich-elastisch, eines prall-elastisch und 39
zeigten makroskopisch ein unverandertes Sekret. Der CMT war bei 23 Vierteln nega-
tiv oder einfach positiv. Sieben Viertel hatten ein derb-festes Parenchym und Flocken
im Sekret. Hier fiel der CMT dann dreifach positiv aus.

Bei der Untersuchung am Tag nach der Bioptatentnahme waren die Viertel, bis auf
zwei mit derbem Parenchym, in 30 Fallen weich- bis prall-elastisch. Im CMT zeigte
sich fur 27 Viertel eine Erhdhung um ein Plus oder ein gleich bleibender Wert, nie ein
geringerer. Im Gemelk war in 24 Fallen Blut von unterschiedlicher Menge enthalten
und bei 14 Vierteln waren Blutkoagel enthalten. In einem Fall wurde das Sekret gelb-
lich und enthielt Flocken. Das Ende der Hamogalaktie lag zwischen null und dreizehn
Tagen, im Durchschnitt waren es etwa sechs Tage und subkutane Hamatome waren
nach einer Woche vollstandig resorbiert. Die von den 32 vor und nach der Biopsie
untersuchten Vierteln abweichende Anzahl der Viertel im CMT (n = 31) ruhrt aus der
Atrophie eines Viertels, welchem keine Milchprobe enthommen werden konnte
(Tabelle 2 und Abbildung 21).
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Tabelle 2:

Milchbefunde vor und am Tag nach der Bioptatentnahme bei Kihen

(n =8), 0. b. B. = ohne besonderen Befund, CMT = California Mastitis

Test.
Vor Bioptatentnahme Nach Bioptatentnahme
0. b. B. 13 (42 %) 4 (13 %)
+ 7 (23 %) 8(26 %)
R 7 (23 %) 10 (32 %)
1
S o |+ 4(13 %) 9 (29 %)
0. b. B. 30 (97 %) 6 (19 %)
Flocken 1 (3 %) 1 (3 %)
I Hamogalaktie + 0 16 (52 %)
X
= Hamogalaktie ++ 0 6 (18 %)
S & [Hamogalaktie +++ |0 2 (6 %)
o
S c | Blutkoagel 0 14 (45 %)
weich-elastisch 30 (94 %) 21 (66 %)
8 & [prall-elastisch 1(3 %) 9 (28 %)
© 1
2 £ | derb-fest 13 %) 13 %)
2 ¢
o £ |derb-warm 0 13 %)
100 Vor Bioptatentnahme
i 80 - B Nach Bioptatentnahme
g 60 -
Ko)
S 40 A
g
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QQ)Q’ (')@ O® $ Oto Q\Oo \\{‘9’0
Q O Hamogalaktie N\
o Q

Abbildung 21: Haufigkeiten der Milchbefunde (n

CMT = California Mastitis Test, 0. b. B. = ohne besonderen Befund.

= 31); Zeitpunkte im Vergleich;
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4.3.2 Mikrobiologische Befunde

Von Mich- und Gewebeproben wurden im Landesbetrieb Hessisches Landeslabor

(LHL) mikrobiologische Befunde erhoben.

4.3.2.1  Milch

Soweit es sich nicht um Farsen, Trockensteher oder atrophierte Euterviertel handel-
te, wurde vor jeder Bioptatentnahme eine Viertelgemelksprobe (n = 45) entnommen.
Bei der anschlieRenden mikrobiologischen Untersuchung dieser Proben im LHL
konnten pathogene und apathogene Bakterien nachgewiesen werden. Zu den pa-
thogenen Arten zahlten Arcanobacterium pyogenes, coliforme Keime und Staphylo-
coccus aureus. Diese konnten in vier Milchproben diagnostiziert werden
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Anzahl der in den Milchproben (n = 45) nachgewiesenen pathogenen

Keime.
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In 23 Proben waren apathogene Bakterien wie aerobe Bazillen, koagulasenegative
Staphylokokken, aesculinpositive Streptokokken, Corynebacterium spezies und
Enterokokken zu finden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Anzahl der in den Milchproben (n = 45) nachgewiesenen apathogenen

Keime.

Frei von Bakterien waren 21 Viertelgemelksproben.
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432.2 Gewebe

Die Gewebeproben (n = 64) konnten bis auf eine Probe, welche zu klein war, im LHL
mikrobiologisch untersucht werden. Auch hier konnten pathogene und apathogene
Bakterien unterschieden werden. Die zu den pathogenen Keimen gezahlten Arcano-
bacterium pyogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Nocardia species

waren in elf der untersuchten Proben (n = 63) enthalten (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Anzahl der in den Gewebeproben (n = 63) nachgewiesenen pathoge-

nen Keime.
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In 36 Proben konnten apathogene Keime wie aerobe Bazillen, koagulasenegative
Staphylokokken, aesculinpositive Streptokokken, Corynebacterium spezies, alpha-
hamolysierende Streptokokken, Yersinia enterocolitica, Enterokokken, bewegliche

Aeromonaden und Stapylococcus warneri nachgewiesen werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Anzahl der in Gewebeproben (n = 63) nachgewiesenen apathogenen

Keime.

In 25 der untersuchten Proben konnten keine Bakterien gefunden werden.
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4.4 Histologische Befunde

Die aus den Schlachthofeutern (n = 10) und Eutern lebender Kuhe (n = 16) enthom-
menen Gewebeproben wurden histologisch untersucht.

Von den Proben aus Schlachthofeutern konnten 97 histologische Praparaten ange-
fertigt werden, von welchen 92 auswertbar waren. Die durchschnittliche Flache be-
trug 2,30 + 2,28 mm?, davon waren im Mittel 1,66 + 1,73 mm? auswertbar. Dies ent-
sprach 72 % (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Verteilung der Gesamtflachen (n = 97) und der auswertbaren Flachen
(n = 92) in mm? der Praparate aus Schlachthofeutern. Darstellung als
Box and Whisker Blot.
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In drei Parafinblécken konnte beim Anfertigen der Schnitte kein Gewebe gefunden
werden. Ein Praparat oder eine Teilflache war nicht auswertbar, wenn keine zusam-

menhangenden Gewebestrukturen dargestellt werden konnten (Abbildung 27).

Abbildung 27: Histologische Darstellung eines nicht auswertbaren Praparats aus

einem Rindereuter (H. E., Balkenlange100 um).

Des Weiteren fand eine histologische Untersuchung auf Entziindungsparameter statt.
Die Polymorphen Neutrophilen Granulozyten kamen in 23 Fallen vor. Lymphozyten
waren in 37, Makrophagen in 49, Plasmazellen in 6, Fibroblasten in 43 und Ge-

falkproliferationen in 10 Praparaten nachzuweisen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Vorkommen von Entzindungsparametern in histologischen Prapara-

ten (n = 92) aus Schlachthofeutern.
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Von den Gewebeschnitten der lebenden Kihe waren alle 64 auswertbar. Im Mittel
betrug die Flache 5,1 + 2,79 mm?2. Hiervon waren im Durchschnitt 87 %, also 4,4 £
2,71 mm? verwertbar (Abbildung 29).

Gesamtflache Auswertbare Flache

Abbildung 29: Verteilung der Gesamtflachen (n = 64) und der auswertbaren Flachen
(n = 64) in mm? der histologischen Praparate aus Eutern lebender K-

he. Darstellung als Box and Whisker Blot.
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Polymorphe Neutrophile Granulozyten waren in 17 Fallen vorhanden. Lymphozyten
kamen in 38, Makrophagen in 48, Plasmazellen in 25, Fibroblasten in 46 und Ge-

faBproliferationen in 34 Praparaten vor (Abbildung 30).

(] -
$ 60 m+
Q2
c 50 1
++
€
g40‘ W +++
< 30 A
o
> 20 A
—
3 10 - .
% 0’ T T T T T 1
N c c c c c c
c 2og o) o) [0} o) @
< SE S s, = 2 B S
=g N N © Q © Q
© 60 o < N 5 =
EESS < oy [e) ©
>5 ¢ =3 o S =4 [}
S2g £ < @ Q =
U] et = o = g_
2
:©
[
[y
o

Abbildung 30: Vorkommen von Entzindungsparametern in Praparaten (n = 64) aus

Eutern lebender Kiihe.
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Die in den Praparaten gefundenen Polymorphen Neutrophilen Granulozyten waren in

den Alveolarlumina zu finden (Abbildungen 31).

Abbildung 31: Histologische Darstellung von Drusenparenchym eines Rindereuters.
In den Alveolarlumina befinden sich Polymorphe Neutrophile Granulo-
zyten (Pfeile). Gewebeprobe aus Schlachthofeuter (Bild links) und aus
dem Euter einer lebenden Kuh (Bild rechts) (H. E., Balkenlange
20 pm).

Lymphozyten zeigten sich beim Durchwandern des Alveolarepithels, wahrend die

Makrophagen im Intersitium um die Alveolen auftraten (Abbildung 32).

Abbildung 32: Histologische Darstellung von Drusenparenchym eines Rindereuters.

Lymphozyten (Pfeile) beim Durchwandern des Alveolarepithels
(Bild links) und Makrophagen (Pfeile) im Interstitium (Bild rechts)
(H. E., Balkenlange 20 um).
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Weitere im Bindegewebe anzutreffende Entziindungsparameter waren Plasmazellen
und Fibroblasten (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Histologische Darstellung von Drusenparenchym eines Rindereuters.
Im Interstitium befinden sich Plasmazellen (Pfeile, Bild links) und im
Bindegewebe sind Fibroblasten (Pfeil, Bild rechts) zu erkennen
(H. E., Balkenlange 20 um).

In den Kapillaren der Gefalproliferationen waren Erythrozyten zu sehen
(Abbildung 34).

Abbildung 34: Histologische Darstellung von Drusenparenchym eines Rindereuters.
Im Interstitium sind GefaRproliferationen (Pfeil) zu erkennen
(H. E., Balkenlange 20 ym).
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4.5 Korrelation der mikrobiologischen und histologischen Befunde

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der Milch und des Gewebes sowohl mikro-
biologisch als auch histologisch, wurden jeweils auf der Basis eines Euterviertels
miteinander verglichen.

Zuerst wurde das gleichzeitige Vorkommen eines Keimes in der mikrobiologischen
Untersuchung von Milch und Gewebe in einer paarweisen Auszahlung miteinander
verglichen. Dieser Vergleich basierte auf dem quantitativen Vorkommen (feinen Auf-
teilung in null bis drei Plus) eines Bakteriums. Fur Arcanobacterium pyogenes konnte
eine statistisch signifikante positive Korrelation zwischen dem quantitativen Vorkom-
men in Milch- und Gewebeprobe festgestellt werden (rs = 0,68; p < 0,0001)
(Tabelle 3).

Tabelle 3: Ergebnis der mikrobiologischen Untersuchung auf Arcanobacterium

pyogenes beim Vergleich von Milch- und Gewebeprobe, Quantifizie-

rung in: - = Ergebnis negativ; +, ++, +++ = Ergebnis ein- bis dreifach
positiv.
_ Milch
Arcanobacterium pyogenes Summe
- + ++ +++
- 42 0 0 1 43
a + 0 0 1 0
o
3 + 0 0 0
)
+++ 0 0 0 0
Summe 42 0 1 1 44
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Die gleiche statistisch signifikante positive Korrelation konnte in dem Vergleich des
quantitativen Vorhandenseins von Staphylococcus aureus in der mikrobiologischen
Untersuchung von Milch- und Gewebeproben nachgewiesen werden (rs = 0,70;
p <0,0001) (Tabelle 4).

Tabelle 4-: Ergebnis der mikrobiologischen Untersuchung auf Staphylococcus

aureus beim Vergleich von Milch- und Gewebeprobe, Quantifizierung

in: - = Ergebnis negativ; +, ++, +++ = Ergebnis ein- bis dreifach posi-
tiv.
Milch
Staphylococcus aureus Summe
- + ++ +++
- 42 1 0 0 43
3 + 1 0 0 1
[}
% " 0 0 0
)
+++ 0 0 0 0
Summe 42 2 0 0 44

In der paarweisen Auszahlung Uber das quantitative Vorkommen der Ubrigen Keimar-
ten in Milch- und Gewebeproben konnte keine statistisch signifikante Korrelation

nachgewiesen werden (rs < 0,04; p > 0,05).
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Dem nachsten Vergleich lag das gleichzeitige qualitative Vorkommen (grobe Auftei-
lung in null und ein Plus) eines Keimes in der mikrobiologischen Untersuchung von
Milch und Gewebe zugrunde. Bei dieser Betrachtung, ob eine Ubereinstimmung vor-
liegt oder nicht, konnte fir Arcanobacterium pyogenes mit dem exakten Test von
Fisher ein signifikant haufigeres gemeinsames Auftreten in Milch- und Gewebepro-

ben nachgewiesen werden als bei anderen Keimarten (p = 0,045) (Tabelle 5).

Tabelle 5: Ergebnis der mikrobiologischen Untersuchung auf Arcanobacterium
pyogenes beim Vergleich von Milch- und Gewebeprobe, vergroberte

Betrachtung (- = Bakteriologie negativ; + = Bakteriologie positiv).

. Milch
Arcanobacterium pyogenes Summe
- +
- 42 1 43
Gewebe
+ 0 1 1
Summe 42 2 44

Fur den Vergleich Uber gleichzeitiges qualitatives Vorkommen von Staphylococcus
aureus in Milch und Gewebe war das Ergebnis des exakten Test von Fisher ein signi-
fikant haufigeres gemeinsames Auftreten in den beiden Proben (p = 0,045) (Tabelle
6).

Tabelle 6: Ergebnis der mikrobiologischen Untersuchung auf Staphylococcus
aureus beim Vergleich von Milch- und Gewebeprobe, vergroberte Be-

trachtung (- = Bakteriologie negativ; + = Bakteriologie positiv).

Milch
Staphlococcus aureus Summe
- +
- 42 1 43
Gewebe
+ 0 1 1
Summe 42 2 44
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In der paarweisen Auszahlung Uber das quantitative Vorkommen der Ubrigen Keimar-
ten in Milch- und Gewebeproben konnte im exakten Test von Fisher kein signifikant
haufigeres gemeinsames Auftreten festgestellt werden (p > 0,05).

Als nachstes wurden jeweils positive mikrobiologische Untersuchungen von Milch
oder Gewebe mit den Vorkommen der einzelnen Entziindungsparameter in der His-
tologie verglichen. Der exakte Test von Fisher zeigte fur eine positive bakteriologi-
sche Untersuchung der Milch und das Vorkommen von Plasmazellen in der Histolo-

gie ein signifikant haufigeres gemeinsames Auftreten (p = 0,0015) (Tabelle 7).

Tabelle 7: Vergleich der bakteriologischen Untersuchung der Milch mit dem Vor-
handensein von Plasmazellen in der Histologie (- = Bakteriologie /

Histologie negativ; + = Bakteriologie / Histologie positiv).

Histologie Plasmazellen
Summe
Bakteriologie - +
- 17 4 21
Milch
+ 8 16 24
Summe 25 20 45

Gefalproliferationen kamen laut exaktem Test von Fisher signifikant haufiger gleich-
zeitig mit einem positiven Ergebnis der bakteriologischen Milchuntersuchung vor
(p =0,014) (Tabelle 8).

Tabelle 8: Vergleich der bakteriologischen Untersuchung der Milch mit dem Vor-
handensein von Gefal3proliferationen in der Histologie (- = Bakteriolo-
gie / Histologie negativ; + = Bakteriologie / Histologie positiv).

Histologie Gefalproliferationen
Summe
Bakteriologie - +
- 13 8 21
Milch
+ 6 18 24
Summe 19 26 45
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Im Vergleich der positiven Bakteriologie der Milch mit den Ubrigen Parameter der His-
tologie und der positiven Bakteriologie des Gewebes mit allen Parametern der Histo-
logie konnten keine Zusammenhange gefunden werden (p > 0,05).

Bei der Gegenuberstellung des Vorhandenseins der pathogenen Keime im Gewebe
oder der Milch mit dem Vorkommen eines der histologischen Parameter konnte im
exakten Test von Fisher ein signifikant haufigeres gemeinsames Auftreten von Bin-
degewebsproliferation und pathogenen Bakterien im Gewebe nachgewiesen werden
(p = 0,046) (Tabelle 9).

Tabelle 9: Vergleich der bakteriologischen Untersuchung des Gewebes auf pa-
thogene Keime mit dem Vorhandensein von Bindegewebsproliferation
in der Histologie (- = Bakteriologie / Histologie negativ; + = Bakteriolo-

gie / Histologie positiv).

Histologie Bindegewebsproliferation
Summe
Bakteriologie - +
Pathogene - 12 40 52
im Gewebe + 6 5 11
Summe 18 45 63

Polymorphe Neutrophile Granulozyten in der Histologie wurden signifikant haufiger
gemeinsam mit pathogenen Bakterien in der Milch festgestellt (p = 0,030)
(Tabelle 10).

Tabelle 10:  Vergleich der bakteriologischen Untersuchung der Milch auf pathoge-
ne Keime mit dem Vorhandensein von Polymorphen Neutrophilen
Granulozyten in der Histologie (- = Bakteriologie / Histologie negativ;

+ = Bakteriologie / Histologie positiv).

. . Polymorphe Neutrophile
Histologie
Granulozyten Summe
Bakteriologie - +
Pathogene - 34 1 35
in der Milch + 7 3 10
Summe 41 4 45
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Es wurde uberpruft, ob zwischen dem Nachweis von Staphylococcus aureus in Milch
oder Gewebe und dem Vorkommen eines der histologischen Parameter ein Zusam-
menhang besteht. Hier konnte fir Staphlococcus aureus in der Milch und Polymor-
phe Neutrophile Granulozyten in der Histologie ein signifikant haufigeres gemeinsa-
mes Auftreten im exakten Test von Fisher nachgewiesen werden (p = 0,046)
(Tabelle 11).

Tabelle 11:  Vergleich der bakteriologischen Untersuchung der Milch auf Staphylo-
coccus aureus (S. aureus) mit dem Vorhandensein von Polymorphen
Neutrophilen Granulozyten in der Histologie (- = Bakteriologie / Histo-
logie negativ; + = Bakteriologie / Histologie positiv).

. . Polymorphen Neutrophilen
Histologie
Granulozyten Summe
Bakteriologie - +
S. aureus - 35 0 35
in der Milch + 8 2 10
Summe 43 2 45
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Fragestellung

Durch Mastitiden ergibt sich ein hoher wirtschaftlicher Ausfall in der Konsummilch-
produktion (DOBBINS, 1977; BLOSSER, 1979; KOSSAIBATI und ESSLEMONT,
1997). Eine gezielte und erfolgreiche Behandlung ist nur dann mdglich, wenn Kennt-
nis Uber den verursachenden Erreger vorliegt. Da es alleine mit einer Viertelgemelk-
suntersuchung oft nicht gelingt die Ursache einer standig erhdhten Zellzahl zu
bestimmen, ist die Feinnadelbiopsie als schonendes Gewebeentnahmeverfahren
eine alternative Mdglichkeit, um die Diagnostik zu verbessern. Die Bioptatentnahme
wurde am bovinen Euter bisher nur experimentell (HEDSTROM, 1932) und aulier
von MARX und CARULO (1963) mit groRen Bioptatdurchmessern (HIBBITT, 1964;
FARR et al.,, 1995; COSTA et al., 2004) oder chirurgisch (KNIGHT et al., 1992)
durchgefuhrt. So stellte sich die Frage, ob die Feinnadelbiopsie als Instrument zur
Routinediagnostik am Euter der Kuh geeignet ist.

Aus diesem Grund wurden zu Beginn der Studie die Euter von gesunden laktieren-
den Kihen ultrasonographisch nach dem von JENNINGER (1989) etablierten Sche-
ma untersucht. Hierbei lag das Hauptaugenmerk auf der Gefallversorgung der
Milchdrise, um geeignete Einstichstellen fur die spatere Gewebeentnahme zu lokali-
sieren.

Im Zuge der Untersuchungen wurden dann Faktoren wie die Qualitat der Proben,
Eignung des Biopsieinstruments, Toleranz der Tiere, Komplikationen wahrend des
Eingriffs und danach sowie die Dauer bis zum Ende der Hamogalaktie nach Biopta-
tentnahme beurteilt.

Die Erkenntnisse aus dieser Untersuchung sollen helfen, die Diagnostik im Bereich
der bovinen Mastitis zu verbessern und das Instrument der Euterbiopsie fur wissen-

schaftliche Untersuchungen auf diesem Gebiet zu etablieren.
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52 Diskussion der Methode

Um den Gesundheitsstatus der Milchdriusen bestimmen zu konnen, fand bei den le-
benden Probanden, an welchen die sonographische Untersuchung oder die Biopta-
tentnahme durchgeflihrt wurde, zuerst eine klinische Euteruntersuchung statt.

Die fur die sonographische Examination zur Verfugung stehenden Milchkihe befan-
den sich alle in der Laktation und hatten gesunde Milchdrisen. Durch das Abscheren
der Euterbehaarung und die Verwendung von Ultraschallgel konnte eine gute An-
kopplung erzielt werden, wodurch es gelang, die inneren Strukturen wie Blutgefalle,
Milchgange und den Milchsammelraum darzustellen. Auch die Nutzung einer Rektal-
sonde mit Dopplerfunktion war von Vorteil. So erlaubte die flache Bauweise mit paral-
lel zum Schallkopf abgefuhrtem Anschlusskabel, die engen Bereiche zwischen Hin-
terbeinen und Milchdrise muhelos zu erreichen. Die vorhandene monochrome Farb-
dopplerfunktion war ausreichend, um Blutgefal3e und Milchgange sicher von einan-
der zu differenzieren. Verifizierbar war diese Funktion an Stellen, an denen ein Milch-
gang in die Drusenzisterne mundete. Die im Ultraschallgerat gespeicherten Bilder
konnten mit einfacher Hardware problemlos auf den Computer Ubertragen und dort
gespeichert werden. Die Untersuchung der Milchdriisen von Kihen der Rasse Fleck-
vieh in einem Milchviehbetrieb wurde nach dem von JENNINGER (1989) erarbeiteten
Schema durchgefuhrt. Hierbei wird jedes Viertel separat untersucht und die Untersu-
chungsrichtung erfolgt von proximal nach distal. Um die erhobenen Befunde bei der
spateren Auswertung besser zuordnen zu kénnen, wurde eine Rastereinteilung fur
die Lateralflachen von Vorder- und Hintervierteln sowie fur die Kaudalflachen der
Hinterviertel erstellt. Die Breite des Schallkopfes diente als Mal} fur die HOohe eines
Rasters, die Breite ergab sich durch die Ausdehnung des Euterviertels. So entstan-
den mit der Ausnahme von kleinen Vordervierteln in der Regel vier Etagen. Die Ein-
dringtiefe von 5,7 cm war ausreichend, um die anatomischen Strukturen bis in die
Eindringtiefe des Biopsieinstruments von 4 cm darstellen zu konnen und lieferte eine
gute Aufldsung. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass das von JENNINGER
(1989) erarbeitete Verfahren der sonographischen Untersuchung flr Fleckviehkihe

auch bei Schwarzbunten Milchkiihen einzusetzen ist.

Die Bioptatentnahme gliederte sich in zwei Abschnitte. Zuerst wurden Euter vom

Schlachthof verwendet, spater erfolgten die Probenentnahmen in vivo.
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Bei dem Vorversuch an Organen wurde die Eignung des Biopsieinstrumentes flr die
Probenentnahme am bovinen Euter erprobt. Zum Einsatz kam ein Biopsieinstrument
mit geringem Durchmesser, um so wenig Komplikationen wie moglich zu verursa-
chen, mit dem jedoch ausreichend groRe Gewebestlcke fiur die histologische und
spater bei den in vivo Untersuchungen fur die mikrobiologische Untersuchung ge-
wonnen werden konnten. Diese Biopsienadel kam zuvor in einer Studie von
RICHTERICH et al. (2009) an Hengsthoden zum Einsatz. ANDERSEN et al. (2002)
und VELS et al. (2009) nutzten die perkutane Feinnadelbiopsie, um minimalinvasiv
bovines Lebergewebe zu gewinnen. Um den physiologischen Verhaltnissen am le-
benden Tier moglichst nahe zu kommen, wurden die Euter in ein Metallgestell ge-
hangt. Da diese Proben ausschliellich einer histologischen Untersuchung zugefluhrt
wurden, konnte auf sterile Kautelen bei der Entnahme verzichtet werden und es wur-
de sich lediglich auf eine Sauberung der Euterhaut mit Wasser beschrankt. Beim Po-
sitionieren der Einfuhrnadel konnte mittels verstellbaren Federrings und Zentimeter-
skala auf selbiger eine Einstichstiefenbegrenzung vorgenommen werden, welche ein
zu weites Eindringen in das Euter verhinderte. Auf diese Weise konnten die Proben
immer aus der gleichen Tiefe des Organs entnommen werden. Nach Positionierung
und Entfernung des eingeschraubten Mandrins wurde das gespannte Biopsieinstru-
ment vollstandig in die Hohlnadel eingefuhrt. Da im gespannten Zustand die Kammer
fur die Probe geschlossen ist, konnte ausgeschlossen werden, dass anderes Gewe-
be, als das von der zu beprobenden Stelle mit entnommen wurde. Dies wurde im
Rahmen der histologischen Untersuchungen uberpruft. Beim Vorschieben der Ent-
nahmekammer und beim Vorschnellen der Hulse im Auslosevorgang musste darauf
geachtet werden, dass das Biopsieinstrument gerade in der Einstichrichtung positio-
niert blieb, da es sonst zu Deformationen der feinen Spitzen kommen konnte. Die
defekten Nadeln konnten zum Teil nur schwer oder gar nicht durch die Einfihrnadel
zuruckgezogen werden. In diesem Fall mussten sie zusammen entnommen werden.
Da die Vorversuche an Schlachthoforganen stattfanden, konnte diese Komplikation
bei den lebenden Probanden vermieden werden. Bei erfolgreich gewonnener Probe
lies sich das geschlossene Biopsieinstrument problemlos entnehmen. Nach Spannen
der Feder konnte die Kammer geoffnet und das Gewebe in das entsprechende Be-
haltnis Uberfuhrt werden.

In der Gruppe der lebenden Probanden waren verschiedene Funktionszustande der

Milchdrisen vorhanden. So wurden neben gesunden und erkrankten Milchdrisen
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auch Proben von Eutern von Farsen und trockenstehenden Tieren gewonnen. Vor
jeder Bioptatentnahme wurde eine klinische Euteruntersuchung durchgefuhrt. So
konnte neben der Feststellung des Gesundheitszustandes, im Vergleich mit den Un-
tersuchungen an den darauf folgenden Tagen die Auswirkung des Eingriffs auf das
Organ bestimmt werden. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden die Viertelge-
melksproben zur bakteriologischen Untersuchung gewonnen.

Wie in der Literatur von FARR et al. (1996) beschrieben, konnte durch Rasieren der
Haare, Reinigen der Euterhaut mit Alkohol und Abspulen mit Skinsept® eine saubere,
keimarme Flache fur den Eingriff geschaffen werden. Ein weiterer Vorteil dieser Pro-
zedur war, dass sich so die oberflachlichen Eutergefalle gut unter der Haut abzeich-
neten und beim Einstechen der Einfuhrnadel leicht umgangen werden konnten. Das
Gerat wurde dann bis zum nachsten Einsatz am selben Probanden in gedffnetem
Zustand in einer Nierenschale mit Alkohol gelagert, um eine Desinfektion zu gewahr-
leisten.

Bei den Verlaufsuntersuchungen an den darauf folgenden Tagen bis zum Ver-
schwinden der Hdmogalaktie zeigte sich, dass beim ersten Melken in 14 (45 %) Vier-
teln Blutkoagel den Strichkanal verlegten. Diese wurden wie bei FARR et al. (1996)
von Hand abgemolken, sodass das Euter danach mit der Melkmaschine entleert
werden konnte. Allgemein tolerierten die Kuhe den Melkvorgang von Hand und mit
der Maschine gut und zeigten keine Schmerz- oder Abwehrreaktionen. Die Einstiche
durch die Haut entziindeten sich in keinem Fall, was nicht zuletzt dem geringen
Durchmesser des Biopsieinstruments zu verdanken war, welcher ebenso langeres
Nachbluten durch die Haut verhinderte. Das durchschnittliche Ende der Hamogalak-
tie lag mit sechs Tagen im Bereich der von FARR et al. (1996) beschriebenen
6,5 Tage, wobei hier Gelschwammchen zum Beschleunigen der Hamostase einge-
setzt wurden. Bei den eigenen Probanden war nie langer als 13 Tage nach der
Gewebeentnahme makroskopisch sichtbar Blut im Gemelk enthalten. Dieser Wert lag
deutlich unter den von MARX und CARULO (1963) genannten 21 Tagen bis zum
Ende der Hamogalaktie. Eine Hochstdauer der Nachblutungen von sieben Tagen
konnten sie nur erreichen, wenn die Proben mittels Skalpell und anschlieRender
Ligatur der Entnahmestelle gewonnen wurden. Die Resorbtionsdauer der subkuta-
nen Hamatome von einer Woche stimmte mit den von FARR et al. (1996) beschrie-

benen sechs Tagen uberein.

59



5.3 Diskussion der Ergebnisse
5.3.1 Ultrasonographische Ergebnisse

Die Organstrukturen lieRen sich wie in der Literatur beschrieben darstellen. Die Eu-
terhaut zeigte sich immer zweischichtig mit starker echogener Cutis und schwacher
echogener Subcutis. Das Drusenparenchym war eine Mischung aus starken echoge-
nen und schwachen echogenen Bezirken. Flussigkeitsgefullte Hohlraume wie Milch-
gange und Blutgefalle erschienen anechogen (JENNINGER ,1989; TAKEDA, 1989;
TROSTLE und O’BRIEN, 1998; CARTEE et al., 1986; FLOCK und WINTER, 2006).
Die Vena mammaria cranialis konnte bei fast allen Vordervierteln in der proximalen
Etage auf Grund ihres Durchmesser von durchschnittlich 1,5 cm (1,1 cm bis 3,8 cm)
und der Verfolgbarkeit bis unter die ventrale Bauchdecke eindeutig identifiziert wer-
den. BRAUN und HOEGGER (2008) fanden bei der ultrasonographischen Untersu-
chung von Braunviehkihen einen Durchschnittswert von 1,3 cm. Mit einer durch-
schnittlichen Verlaufstiefe von 2,4 cm lag sie so oberflachennah, dass ein Bioptieren
in dieser Region nicht ohne groRere Komplikationen mdglich gewesen ware. Da die
Ubrigen Gefalde in der untersuchten Tiefe bis auf oberflachliche und unter der Haut
sichtbare Eutervenen geringe Durchmesser aufwiesen und sich deren Verlauf sehr
uneinheitlich zeigte, war eine Gewebeprobenentnahme aus einer Tiefe von bis zu
4 cm auf der restlichen Flache ohne vorhergehende Sonographie moglich. Um je-
doch die Proben von vergleichbaren Orten entnehmen zu kdnnen, blieb als einzige

Alternative die distalste Etage, also der Bereich des Milchsammelraumes.

5.3.2 Histologische Ergebnisse

Die Herstellung der Gewebeschnitte war auf Grund der relativ kleinen Gro3e der
Bioptate unproblematisch. Fur die Auswertung waren die Praparate grofd genug, um
sich ein genaues Bild verschaffen zu kdnnen. Dies war auch der exzellenten Funkti-
onsweise des Biopsieinstruments zu verdanken, welches sehr glatte Kanten und
kaum Gewebezerreisungen erzeugte. So waren bei den Schnitten aus den Schlacht-
hoforganen 72 % der Bioptatflache auswertbar und bei denen vom Drisengewebe
lebender Tiere 87 %.

Die untersuchten Milchdriisen wiesen die in der Literatur beschriebenen histologi-
schen Strukturen auf. Es konnten Alveolen in unterschiedlichem Fullungszustand
dargestellt werden, wodurch das Alveolarepithel entweder niedrig- oder hochprisma-

tisch erschien (SMOLLICH, 1992). Der Ubergang von Alveolen in kleine Milchgange
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und Uber grofl’e Milchgange in die Drisenzisterne war durch die Anzahl und Form der
Epithelschichten nachweisbar. Die kleinen Milchgange wiesen ein einschichtig kubi-
sches Epithel auf (LUDEWIG, 1997). Nach dem Ubergang dieser in die grofen
Milchgange besteht die Wandung aus einem zweischichtig abgeflachten kubischen
Epithel (CALHOUN und STINSON, 1976). In Richtung Milchsammelraum nahmen
die beiden Epithellagen immer mehr an Starke zu und wandelten sich im Milchsam-
melraum zu einem zweischichtig hochprismatischen Epithel (LIEBICH et al., 2003).
Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ermdglichte es, Entziindungszellen eindeutig anzu-
sprechen und darzustellen. Das Erscheinungsbild der Polymorphen Neutrophilen
Granulozyten passte zu dem in der Literatur beschriebenen Aussehen (PAAPE et al.,
1979) und ein massives Vorkommen in den Alveolen war ein Hinweis auf eine akute
Mastitis (PIEPERS et al., 2009). Die Makrophagen als weitere wichtige Phagozyten
waren fast Uberall zu finden und sind im trockenstehenden Euter in der Regel die am
haufigsten vorkommende Zellart (PAAPE et al., 1979). Ein vermehrtes Auftreten von
Fibroblasten, Plasmazellen und Gefaliproliferation deutete auf einen chronischen
Entzindungsprozess der Milchdrise hin (FUCHS, 1994). Die Lokalisation der Plas-
mazellen in der Nahe des Drisenepithels stimmt mit den Angaben in der Literatur
uberein (LASCELLES, 1979). In einem atrophierten Viertel konnte nur Bindegewebe
und kein Drusenparenchym gefunden werden (FUCHS, 1994).

5.3.3 Mikrobiologische Ergebnisse

Mikrobiologische Untersuchungen wurden in der Milch und dem Gewebe durchge-
fuhrt. Die nachgewiesenen Bakterien wurden den beiden Gruppen pathogene und
apathogene Keime zugewiesen.

45 Milchproben wurden mikrobiologischen untersucht. Die bakteriell positiven Vier-
telgemelksproben enthielten in 17 % der Falle Mastitiserreger und in 92 % apathoge-
ne Keime. Die zu den pathogenen Erregern gezahlten Arcanobacterium pyogenes,
Coliforme Keime und Staphylococcus aureus kamen in einen Fall in Reinkultur,
zweimal in Mischkultur mit einem apathogenen Bakterium und einmal in Mischkultur
untereinander vor. In der Gruppe der apathogenen Keime kamen als haufigste Bak-
terien Corynebakterium spezies und koagulasenegative Staphylokokken vor. Selte-
ner waren aerobe Bazillen, aesculinpositive Streptokokken und Enterokokken vertre-
ten. Insgesamt lag bei 75 % der positiven Nachweise eine Reinkultur vor, welche zu

94 % aus apathogenen Keimen bestand. Ein nahezu gleiches Keimspektrum fanden
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TENHAGEN et al. (2006) bei ihren bakteriologischen Untersuchungen von Viertel-
gemelksproben. In dieser Studie waren die am starksten vertretenen Bakterien auch
die apathogenen Keime (63 %) Corynebakterium spezies und koagulasenegative
Staphylokokken. Die bakteriologisch negativen Proben (47 %) fielen in den eigenen
Untersuchungen niedriger aus als in den Studien von HOGAN et al. (1989) mit 76 %,
TENHAGEN et al. (2006) mit 74 % und PIEPERS et al. (2007) mit 80 %. Gegenuber
JANOSI und BALTAY (2004) mit 42 % waren die unauffalligen Ergebnisse jedoch
fast identisch. Auch das Vorkommen von koagulasenegativen Staphylokokken in
dieser Studie (41 %) stimmte mit den eigenen Untersuchungen (38 %) und weiteren
anderen (RUFFO und ZECCONI, 1994; CHAFFER et al., 1999; ZECCONI und
PICCININI, 2002; PIEPERS et al., 2007) nahezu uberein. Dieser Datenvergleich

zeigt, dass reprasentative Ergebnisse erzielt wurden.

Bei den Untersuchungen der Gewebeproben (n = 63) konnte von 38 bakteriologisch
positiven Befunden in elf Fallen (29 %) einer der pathogenen Keime wie Arcanobac-
terium pyogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus oder Nocardia species
nachgewiesen werden. Zweimal lag eine Reinkultur vor, dreimal eine Mischkultur
zweier pathogener Erreger mit einem apathogenen Bakterium und funfmal eine
Mischkultur mit einem apathogenen Keim. In der Gruppe der apathogenen Bakterien
waren koagulasenegative Staphylokokken, aerobe Bazillen und Enterokokken die am
haufigsten nachgewiesenen Erreger. Weniger haufig kamen aesculinpositive Strep-
tokokken, Corynebacteriumspezies, alphahamolysierende Streptokokken, Yersinia
enterocolitica, bewegliche Aeromonaden und Stapylococcus warneri vor. Somit wa-
ren in 95 % der mikrobiologisch positiven Gewebeproben apathogene Keime vertre-
ten und bei 50 % dieser lag eine Reinkultur vor, welche zu 90 % aus apathogenen
Bakterien bestand. Sehr ahnliche Ergebnisse erhielten BENITES et al. (2002) bei
mikrobiologischen Untersuchungen von aus den Eutern geschlachteter Kihe ent-
nommenen Gewebeproben. In dieser Studie lag der Anteil der bakteriologisch nega-
tiven Proben mit 30 % in der GréRenordnung der eigenen Daten mit 40 % und das
Vorkommen von koagulasenegativen Staphylokokken als haufigster Keim stimmte
mit 53 % exakt Uberein.

Yersinia enterocolitica ist ein ubiquitar vorkommender Mikroorganismus
(FREDRIKSSON-AHOMAA und KORKEALA, 2003). Als Hauptreservoir gilt das
Schwein (BONARDI, 2007). Beim Rind konnte der coliforme Fakalkeim in den Tonsil-
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len und im Fazes nachgewiesen werden (BONARDI, 2007; BUCHER et al., 2008).
Somit konnte der Nachweis dieses Keimes in den eigenen Untersuchungen durch
Kontamination zu erklaren sein. Da REA (1992) und KAGKLI et al. (2007) das Bakte-
rium in Milchproben nachweisen konnten, kann auch der galaktogene Infektionsweg
der Milchdrise in Betracht gezogen werden, womit kein falsch positives Ergebnis
vorliegen wurde. Bei der histologischen Untersuchung des Gewebes, in welchem
2-fach positiv Yersinia enterocolitica nachgewiesen wurde, waren Polymorphe
Neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen und
Fibroblasten enthalten. In der 1-fach positiven Gewebeprobe kamen Lymphozyten,
Makrophagen, Plasmazellen und Fibroblasten vor. Die klinische Untersuchung zeigte
bei beiden Vierteln keine Auffalligkeiten.

Das Bakterium Staphylococcus warneri gehort zur Gruppe der koagulasenegativen
Staphylokokken (GILLESPIE et al., 2009). Haufig werden sie auf der Euterhaut, im
Strichkanal und in der Milch nachgewiesen. Nachdem dieses Bakterium friher als
apathogen galt, wird heute davon ausgegangen, dass es fur erhdhte Zellzahlen und
verringerte Milchleistung verantwortlich sein konnte (WATTS et al., 1991). So kodnnte
das Vorkommen des Keims in den Gewebeproben der eigenen Untersuchungen
durch Kontamination bei der Probenentnahme oder galaktogene Infektion erfolgt
sein. Nach den Erkenntnissen aus einer Studie von BARIGYE et al. (2007) konnte
aber auch der hamatogene Infektionsweg in Frage kommen. Hier wurde Staphylo-
coccus warneri in verschiedenen Organen eines abortierten Rinderfetus nachgewie-
sen. Eine aufsteigende Infektion Uber den Genitaltrakt konnte zwar in diesem Fall
nicht ausgeschlossen werden, aber auf Grund von mikroskopisch sichtbaren Plazen-
talessionen tendierten die Autoren zur Hypothese der hamatogenen Ausbreitung.
Dies korreliert mit Erkenntnissen aus der Humanmedizin, welchen zu Folge Infektio-
nen mit koagulasenegativen Staphylokokken oft zu Bakteriamien fuhren (ANDAY und
TALBOT, 1985; MARTIN et al., 1989; KARNATH et al., 1992). Die klinische Untersu-
chung war bei dem Viertel mit dem 2-fach positiven Nachweis fur Staphylococcus
warneri bis auf einen 3-fach positiven California Mastitis Test unauffallig. Bei der his-
tologischen Untersuchung konnten Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen,
Fibroblasten und Gefal3proliferationen erkannt werden. Diese Befunde sprechen fur

eine Infektion der Milchdrise mit Staphylococcus warneri.
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534 Korrelation der histologischen mit den mikrobiologischen Ergebnissen

Nach der Vorlage der Ergebnisse aus der histologischen Untersuchung der Gewe-
beproben und aus der mikrobiologischen Untersuchung von Milch- und Gewebepro-
ben stellte sich die Frage, ob es einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwi-
schen den Ergebnissen der unterschiedlichen Proben eines Euterviertels gab.

Bei diesem Vergleich konnten sehr wenige signifikante Zusammenhange gefunden
werden. So gab es zwischen dem Vorkommen von Arcanobacterium pyogenes in
den bakteriologisch untersuchten Paarproben von Milch und Gewebe sowie dem
Vorhandensein von Staphylococcus aureus in selbigen einen statistisch signifikanten
Zusammenhang. Weitere statistisch signifikante Ubereinstimmungen lieferte der Ver-
gleich der mikrobiologischen Untersuchung von Milch- oder Gewebeproben mit den
histologischen Befunden. So kam eine positive bakteriologische Untersuchung der
Milch haufiger gemeinsam mit Plasmazellen oder Gefalproliferationen im Gewebe
vor. Pathogene Keime im Gewebe waren haufiger mit Bindegewebsproliferationen
vergesellschaftet und pathogene Keime in der Milch oder Staphylococcus aureus in
der Milch traten haufiger zusammen mit Polymorphen Neutrophilen Granulozyten in
der histologischen Untersuchung auf.

Da bei der statistischen Uberpriifung der Ergebnisse aus den verschiedenen Unter-
suchungen eines Euterviertels sehr wenige Ubereinstimmungen gefunden werden
konnten, ergibt sich die Schlussfolgerung, dass ein diagnostisches Instrument allein
nicht zuverlassig Aufschluss Uber den wirklichen Gesundheitszustand der Milchdrise
gibt. So konnte die Bioptatentnahme mit anschlieRender bakteriologischer und histo-
logischer Untersuchung der gewonnenen Gewebeprobe zum Beispiel im Falle eines
negativen Ergebnisses der Milchuntersuchung eine weitere Mdglichkeit sein, um die
Ursache einer erhéhten Zellzahl zu diagnostizieren.

In der Literatur existieren keine Angaben uber den Vergleich mikrobiologischer Un-
tersuchungsergebnisse von Milch- und Gewebeproben, welche zum gleichen Zeit-
punkt aus einem Euterviertel gewonnen wurden. Vielmehr wurden mikrobiologische
Untersuchungsergebnisse von Gewebeproben aus Eutern geschlachteter Kiihe mit
denen von Milchproben aus einer anderen Studie hinsichtlicht des Keimspektrums
direkt gegenubergestellt (BENITES et al., 2002; WATTS, 1988). Bei der Entnahme
von Gewebe aus den Milchdriasen geschlachteter Tier besteht die Gefahr, dass das
Keimspektrum durch postmortale Kontamination beeinflusst wird. In den eigenen Un-

tersuchungen ahnelte sich die Verteilung der Bakterien in Milch- und Gewebeproben
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stark, jedoch zeigt die statistische Bearbeitung der Daten, dass dies nicht aus der
Ubereinstimmung der Ergebnisse der einzelnen Euterviertel resultiert. So stellt sich
die Frage, ob diese Unterschiede aus dem tatsachlichen Vorkommen der Bakterien
oder aus Kontaminationen wahrend der Probenentnahmen resultieren. Die Verunrei-
nigungsquellen bei der Milchprobenentnahme sind in den Strichkanal aszendierte
Keime oder Schmutzpartikel, welche wahrend des Melkvorganges von der Euter-
oder Zitzenhaut in das Entnahmerohrchen gelangen. Diese kdnnen vermieden wer-
den, wenn die ersten Strahlen des Gemelks verworfen werden, das Réhrchen nahe-
zu waagerecht neben der Kuh positioniert wird und die Milch in horizontaler Richtung
eingespritzt wird (DVG, 2009). Die Milchprobenentnahme erfolgte im Rahmen der
Untersuchungen in genau dieser Weise.

Auch bei der Gewebeprobenentnahme besteht die Gefahr von Kontamination. So
kénnen beim Einstich der Einfihrnadel durch die Haut Keime mit ins Euter gelangen,
welche dann beim Bioptieren mit enthommen werden. Auch kdnnen Keime von der
Korperoberflache des Tieres nach der Entnahme des Gewebes auf das Biopsiein-
strument gelangen. Ein weiteres Risiko besteht wahrend der Ablage der Nadel zwi-
schen den einzelnen Arbeitsschritten. Das Einschleppen von Keimen wird durch
Rasieren und Desinfizieren der Euterhaut im Bereich der Einstichstellen verhindert
(FARR et al., 1996) und mit der Verwendung eines geschlossenen Biopsiesystems
verringert sich die Gefahr der Kontamination durch Mikroorganismen von der Korper-
oberflache. Eine Verunreinigung des Instruments zwischen den Gewebeentnahmen
konnte durch Lagerung in Ethanol vermieden werden. Nach der Durchfuhrung dieser
Hygienemallinahmen kann davon ausgegangen werden, dass eine Kontamination

der Milch- und Gewebeproben als sehr unwahrscheinlich anzusehen ist.
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54 Praktische Hinweise flr die Bioptatentnahme am bovinen Euter

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen lassen sich folgende Hinweise fur die

Entnahme von Bioptaten an der bovinen Milchdruse ableiten:

« Es muss keine sonographische Untersuchung erfolgen, um einen geeigneten
Zugang fur die Entnahme einer Gewebeprobe zu finden.

* Lediglich die Basis der Vorderviertel sollte auf Grund des Verlaufs der Venae
mammariae craniales gemieden werden.

* Am Ubrigen Euter sind in einer Tiefe bis zu 5 cm nur kleine Gefalde mit unspezifi-
schem Verlauf zu finden, sodass hier eine Bioptatentnahme ohne groRere
Komplikationen maoglich ist.

 Bei Anwendung des Biopsieinstruments SuperCore™ sollte die Einfiihrnadel
wahrend der Entnahme der Gewebeprobe in Einstichrichtung mit einer Hand
fixiert werden, um Deformationen der feinen Spitze des Biopsieinstrumentes zu
verhindern.

* Nach Entnahme der EinfUhrnadel sollte die Hautwunde durch einminitiges Ab-
drucken verschlossen werden, um die Entstehung eines subkutanen Hamatoms

zu verhindern.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Bioptatentnahme eine Erganzung
der klinischen Untersuchungsmethode darstellt, die gut in der Praxis angewandt wer-
den kann. Zudem sollte dieses Verfahren im Rahmen von wissenschaftlichen Unter-
suchungen, die sich mit der Pathogenese der Mastitis in vivo beschaftigen, vermehrt

genutzt werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es ein schonendes Gewebeentnahmeverfahren am bovinen
Euter in vivo zur histologischen Untersuchung zu etablieren.

Um eine Einschatzung uUber das Vorkommen und den Verlauf von Blutgefalken zu
erhalten, wurden die Euter von 16 eutergesunden laktierenden Kihen der Rasse
Fleckvieh ultrasonographisch untersucht. Auf dieser Grundlage wurden die Lokalisa-
tionen fur die Bioptatentnahme gewahlt. Zuerst wurden 10 Schlachthoforgane an je
10 Lokalisationen bioptiert. Im nachsten Schritt wurde bei 16 Kihen pro Viertel je ein
Euterbioptat enthommen.

Bei der sich anschlielfenden histologischen Untersuchung des Eutergewebes wur-
den die Auswertbarkeit der Schnitte und verschiedene histologische Parameter er-
fasst. Von den Gewebeproben aller lebenden Kihe wurde zusatzlich ein Teil der
Biopsie einer bakteriologischen Untersuchung unterzogen. Diese Ergebnisse wurden
mit den histologischen Befunden und den Resultaten einer bakteriologischen Unter-
suchung einer Milchprobe aus dem entsprechenden Viertel verglichen.

Folgende relevante Ergebnisse wurden erzielt:
Ultrasonographie:
» Subkutane Gefal’e und die Venae mammariae craniales sollten bei der Biopta-

tentnahme umgangen werden. Bis in die untersuchte Tiefe von 5,7 cm sind die

ubrigen Gefalde klein und der Verlauf variiert individuell.

Bioptatentnahme:

» Kuhe tolerieren den Eingriff sehr gut

* Nach der Probenentnahme konnte bei 56 (87 %) Fallen Milch-, Blutfluss oder
beides durch die im Euter verweilende Einfuhrnadel beobachtet werden.

* Bei Entfernung der Einfuhrnadel kam bei 17 (26 %) der bioptierten Viertel Milch-
oder Blutfluss durch die Haut vor, bei vier (6 %) entstand ein subkutanes Hama-
tom und bei 47 (73 %) Vierteln konnten keine Komplikationen festgestellt wer-

den.
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Euterbefunde nach der Bioptatentnahme:

Keine der Einstichstellen entziindete sich.

Ein (3 %) Viertel wurde derb und warm. Der CMT erhdhte sich in vier (13 %) Fal-
len um zwei oder mehr Kategorien.

Das Ende der Hamogalaktie nach der Bioptatentnahme lag zwischen null und
13 Tagen, im Durchschnitt waren es sechs Tage.

Subkutane Hamatome waren nach einer Woche vollstandig resorbiert.

Mikrobiologische Befunde der Milch:

Die am haufigsten nachgewiesenen Bakterienspezies waren Corynebakterium
Spezies (24 %) und koagulasenegative Staphylokokken (20 %). Alle ubrigen

Keimarten wurden mit einer Haufigkeit unter 10 % nachgewiesen.

Mikrobiologische Befunde des Gewebes:

Am zahlreichsten wurden die Bakterienspezies koagulasenegative Staphylokok-
ken (32 %), aerobe Bazillen (18 %), Escherichia coli (13 %) und Enterokokken
(11 %) nachgewiesen. Die anderen Keimarten waren mit einer Haufigkeit unter
10 % vertreten.

Mit Yersinia enterocolitica (zwei Falle) und Staphylococcus warneri (ein Fall)

konnten zwei fur die Milchdrise untypische Keimarten nachgewiesen werden.

Histologische Befunde des Gewebes:

Jede entnommene Probe konnte histologisch ausgewertet werden. Die Proben
weisen mit 87 % auswertbarer Flache einen guten Zustand auf.

Im Gewebe konnten Entziindungsparameter wie Polymorphe Neutrophile Granu-
lozyten, Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen, Fibroblasten und Gefal3pro-

liferationen gefunden werden.

Zusammenhang zwischen bakteriologischer Untersuchung von Milch und Gewebe:

Flr Arcanobacterium pyogenes konnte eine statistisch signifikante positive Kor-
relation zwischen dem Vorkommen in Milch- und Gewebeprobe festgestellt wer-
den (rs = 0,68; p < 0,0001).
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Die gleiche statistisch signifikante positive Korrelation konnte fur den Vergleich
des Vorhandenseins von Staphylococcus aureus in der mikrobiologischen Un-
tersuchung von Milch- und Gewebeproben nachgewiesen werden (rs = 0,70;
p < 0,0001).

Beim Vergleich des qualitativen Vorkommens konnte flur Arcanobacterium pyo-
genes und Staphylococcus aureus ein signifikant haufigeres gemeinsames Auf-
treten im Vergleich zu den anderen Bakterien in Milch- und Gewebeproben
nachgewiesen werden (p = 0,045).

Zusammenhang zwischen positiver bakteriologischer Untersuchung von Milch oder

Gewebe und Vorkommen eines Entziindungsparameters in der Histologie:

Eine positive bakteriologische Untersuchung der Milch trat signifikant haufiger
gemeinsam mit Plasmazellen in der Histologie auf (p = 0,0015).
Gefalproliferationen kamen signifikant haufiger gleichzeitig mit einem positiven

Ergebnis der bakteriologischen Milchuntersuchung vor (p = 0,014).

Zusammenhang zwischen Vorhandensein eines pathogenen Keims in Milch oder

Gewebe und Vorkommen eines Entziindungsparameters in der Histologie:

Es konnte ein signifikant haufigeres gemeinsames Auftreten von Bindege-
websproliferation und pathogenen Bakterien im Gewebe nachgewiesen werden
(p = 0,046).

Polymorphe Neutrophile Granulozyten in der Histologie wurden signifikant haufi-
ger gemeinsam mit pathogenen Bakterien in der Milch festgestellt (p = 0,030).
Far das Vorkommen von Staphlococcus aureus in der Milch und Polymorphe
Neutrophile Granulozyten in der Histologie konnte ein signifikant haufigeres ge-

meinsames Auftreten nachgewiesen werden (p = 0,046).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Bioptatenthahme am bovinen

Euter ohne grolRere Komplikationen eingesetzt werden kann. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Tests zeigen, dass ein diagnostisches Verfahren alleine keine eindeutige

Aussage uber den wirklichen Gesundheitszustand der Milchdruse gibt. So kann bei

Unklarheiten die Biopsie als Erganzung der klinischen Untersuchungsmethode ein-

gesetzt werden. Auch fur wissenschaftliche Untersuchungen, die sich mit der Patho-

genese der Mastitis in vivo beschaftigen, kann diese Methode neue Wege eroffnen.
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7 Summary

Aim of the present study was to establish a careful tissue sampling technique at the
bovine udder in vivo for histological examination.

To obtain estimation about the occurrence and locations of blood vessels, udders of
sixteen healthy lactating simmentaler cows were examined. On this base
localizations for biopsy sampling were chosen. At first ten slaughterhouse organs
were bioptated at ten localizations. For the next step one udder biopsy per quarter
was taken of sixteen cows.

At the following histological examination of mammary tissue the processability of
slices and different histological parameters were recorded. Additionally a part of the
biopsy of the tissue samples of all living cows was subjected a bacteriological
examination. These results were compared with histological findings and results of

bacteriological examination of milk samples from corresponding quarters.

Following relevant results were obtained:
Ultrasound:

e Subcutaneous vessels and the venae mammariae craniales should be passed
by during biopsy sampling. Till the examined depth of 5.7 cm the remaining

vessels were small and the run varied individually.

Biopsy sampling:

* Cows tolerated intervention very good.

» After sample extraction in 56 (87 %) cases milk flow, blood flow or both could be
noticed through the coaxial needle remaining in the udder.

* During the removal of the coaxial needle in 17 (26 %) of bioptated quarters milk-
or blood flow appeared through skin, in four (6 %) cases a subcutaneous
haematoma occurred and in 47 (73 %) quarters no complications could be

recognized.
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Udder findings after biopsy sampling:

None of the punctures inflammated.

One (3 %) of the quarters got dense and warm. The CMT increased in four
(13 %) cases about two or more categories.

The end of haemogalactia after biopsy sampling laid between zero and thirteen
days, to an average of six days.

Subcutaneous haematoma were totally resorbed after one week.

Microbiological findings of milk:

Species of bacteria most frequently isolated were corynebacterium species
(24 %) and coagulase-negative staphylococci (20 %). The frequency of all other

species was lower than 10 %.

Microbiological findings of tissue:

The bacteria species coagulase-negative staphylococci (32 %), aerobe bacilli
(18 %), Escherichia coli (13 %) and enterococci (11 %) were detected most
frequently. The frequency of all other species was lower than 10 %.

Two species untypical for the mammary gland were detected: Yersinia

enterocolitica (two cases) and Stapylococcus warneri (one case).

Histological findings of tissue:

Each extracted sample could be analysed histologically. With 87 % analyzable
area samples had a good state.
Inflammation parameters like polymorph neutrophil granulocytes, lymphocytes,

macrophages, fibroblasts and vessel proliferation could be found in tissue.

Correlation between bacteriological examination of milk and tissue:

There was a significant positive correlation between the appearance of
Arcanobacterium pyogenes in milk- and tissue samples (rs = 0.68; p < 0.0001).

A significant positive correlation could be found for the comparison of the
appearance of Stapylococcus aureus in the microbiological examination of milk-
and tissue samples (rs = 0.70; p < 0.0001).

At the comparison of qualitative occurrence for Arcanobacterium pyogenes and
Stapylococcus aureus a significant more frequent common incidence could be

detected in relation to other species in milk- and tissue samples (p = 0.045).
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Correlation between positive bacteriological examination of milk or tissue and

appearance of an inflammation parameter in histology:

» A positive bacteriological examination of milk occurred significant more
frequently in combination with plasma cells in the tissue (p = 0.0015).

» Vessel proliferation appeared significant more frequently together with a positive
result of bacteriological milk examination (p = 0.014).

Correlation between existence of pathogenic bacteria in milk or tissue and

appearance of an inflammation parameter in histology:

* A ssignificant more frequent common occurrence of connective tissue proliferation
and pathogenic bacteria in tissue could be detected (p = 0.046).

*  Polymorph neutrophil granulocytes in tissue were significant more frequently
found together with pathogenic bacteria in milk (p = 0.030).

* For the existence of Stapylococcus aureus in milk and polymorph neutrophil
granulocytes in tissue a significant more frequent common appearance could be
found (p = 0.046).

In conclusion it is ascertainable that biopsy sampling could be used without greater
complications at the bovine udder. Results of statistic tests showed that one
diagnostic method alone doesn’t give a statement about the real health status of
mammary gland. In case of ambiguity biopsy could be used for supplementation of
clinical examination methods. This method can also break new ground for scientific

studies, which concentrate on pathogenesis of mastitis in vivo.

72



8 Literaturverzeichnis

ANDAY, E. K., TALBOT, G. H. (1985)
Coagulase-negative staphylococcus bacteremia — a rising threat in the
newborn infant
Ann. Clin. Lab. Sci. 15, 246-251

ANDBERG, W. G., KARLSON, A. G. (1942)
Biopsy of the Bovine Mammary Gland in Connection with Mastitis Studies
Cornell Vet. 32, 237

ANDERSEN, J. B., MASHEK, D. G., LARSEN, T., NIELSEN, M. O., INGVARTSEN,
K. L. (2002)
Effects of Hyperinsulinaemia under Euglycaemic Condition on Liver Fat
Metabolism in Dairy Cows in Early and Mid-lactation
J. Vet. Med. A. 49, 65-71

BARIGYE, R., SCHAAN, L., GIBBS, P. S., SCHAMBER, E., DYER, N. W. (2007)
Diagnostic evidence of Staphylococcus warneri as a possible cause of bovine
abortion
J. Vet. Diagn. Invest. 19, 694-696

BENITES, N. R., GUERRA, J. L., MELVILLE, P. A., DA COSTA, E. O. (2002)
Aetiology and Histopathology of Bovine Mastitis of Espontaneous Occurrence
J. Vet. Med. A. 49, 366-370

BISPING, W., AMTSBERG, G. (1988)
Colour atlas for the diagnosis of bacterial pathogens in animals
Parey Verlag Berlin Hamburg

BLOSSER, T. H. (1979)
Economic Losses from and the National Research Program on Mastitis in the
United States
J. Dairy Sci. 62 (1), 119-127

73



BOMMELI, W. (1972)
Die Ultrastruktur der Milchdrusenalveole des Rindes, insbesondere die Basal-
falte des Epithels und der Mitochondrien-Desmosomen-Komplex
Zbl. Vet. Med. C 1, 299-325

BONARDI, S., PARIS, A., BACCI, C., D’INCAU, M., FERRONI, L., BRINDANI, F.
(2007)
Detection and Characterization of Yersinia enterocolitica from Pigs and Cattle
Vet. Res. Com. 31 (S1), 347-350

BRAGULLA, H., KONIG, H. E. (1999)
Kap.: Milchdrise (Mamma)
In: Kénig, H. E., Liebich, H.-G. (Hrsg.): Anatomie der Haussaugetiere, Band 2,
Organe, Kreislauf- und Nervensystem, 1. Aufl., Schattauer Verlag Stuttgart
New York, 335-344

BRAUN, U., HOEGGER, R. (2008)
B-mode and colour Doppler ultrasonography of the milk vein in 29 healthy
Swiss braunvieh cows
Vet. Rec. 163, 47-49

BUCHER, M., MEYER, C., GROTZBACH, B., WACHECK, S., STOLLE, A,
FREDRIKSSON-AHOMAA, M. (2008)
Epidemiological Data on Pathogenic Yersinia enterocolitica in Southern
Germany During 2000-2006
Foodborne Pathog. Dis. 5 (3), 273-80

CALHOUN, M. L., STINSON, A. W. (1976)
Kap.: Mammary Gland
In: Dellmann, H. D., Brown, E. M. (Hrsg): Textbook of Veterinary Histology,
Verlag Lea und Felbiger Philadelphia, 480-485

74



CARTEE, R. E., IBRAHIM, A. K., MCLEARY, D. (1986)
B-mode ultrasonography of the bovine udder and teat
J. Am. Vet. Med. Ass. 188 (11), 1284-1287

CHAFFER, M., LEITNER, G., WINKLER, M., GLICKMAN, A., KRIFUCKS, O., EZRA,
E., SARAN, A. (1999)

Coagulase-negative Staphylococcus and mammary gland infections in cows

J. Vet. Med. A. 46, 707-712

COSTA, E. O,, RIBEIRO, M. G., RIBERO, A. R., ROCHA, N. S., NARDI JUNIOR, G.
(2004)
Diagnosis of clinical bovine mastitis by fine needle aspiration followed by
staining and scanning electron microscopy in a Prototheca zopfii outbreak
Mycopathologia 158, 81-85

DIXON, W. J. (1993)
BMDP Statistical Software Manual, Volume 1, 2 and 3. University of California
Press, Berkeley, Los Angeles, London

DOBBINS, C. N. Jr. (1977)
Mastitis losses
J. Am. Vet. Med. Ass. 170, 1129-1132

Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft, Sachverstandigenausschuss Subklini-
sche Mastitis (2009)
Leitlinien Entnahme von Milchproben unter antiseptischen Bedingungen und
Isolierung und Identifizierung von Mastitiserregern
DVG

EL HAGRI, M. A. A. M. (1945)

The Aterial System of the Udder of the Cow
Vet. J. 101, 75-88

75



ELLENBERGER, W., GUNTHER, G. (1908)
Kap.: Die Milchdruse, das Euter, Mamma
In: Ellenberger, W., Gunther, G. (Hrsg.): Histologie der Haussaugetiere, 3. Auf-
lage, Paul Parey Verlag Berlin, 203-208

FARR, V. C., STELWAGEN, K., CATE, L. R.,, MOLENAAR, A. J., MCFADDEN, T. B.,
DAVIS, S. R. (1996)

An Improved Method for the Routine Biopsy of the Bovine Mammary Tissue

J. Dairy Sci. 79 (4), 543-549

FLOCK, M., WINTER, P. (2006)
Diagnostic ultrasonography in cattle with diseases of the mammary gland
Vet. J. 171 (2), 314-321

FLUCKIGER, M. (1997)
Kap.: Grundlagen der Ultraschalldiagnostik
In: Braun, U. (Hrsg): Atlas und Lehrbuch der Ultraschalldiagnostik beim Rind,
Parey Buchverlag Berlin,1-8

FRANZ, S., HOFMANN-PARISOT, M., BAUMGARTNER, W. (2004)
Evaluation of the three-dimensional ultrasonography of the bovine mammary
gland
Am. J. Vet. Res. 65 (8), 1159-1163

FREDRIKSSON-AHOMAA, M., KORKEALA, H. (2003)
Low Occurrence of Pathogenic Yersinia enterocolitica in Clinical, Food, and
Environmental Samples: a Methodological Problem
Clin. Microbiol. Rev. 16 (2), 220-229

FUCHS, H.-W. (1994)
Kap.: Erkrankungen der Milchdrise des Rindes
In: Wendt, K., Bostedt, H., Mielke, H., Fuchs, H.-W. (Hrsg.): Euter- und Ge-
saugekrankheiten, Gustav Fischer Verlag Jena Stuttgart, 226-434

76



GEYER, H. (2005)
Kap.: Milchdrise, Mamma
In: Salomon, F.-V., Geyer, H., Gille, U. (Hrsg.): Anatomie fur die Tiermedizin,
Enke Verlag Stuttgart, 645-655

GILLESPIE, B. E., HEADRICK, S. |., BOONYAYATRA, S., OLIVER, S. P. (2009)
Prevalence and persistence of coagulase-negative Staphylococcus species in
three dairy research herds
Vet. Microbiol. 134, 65-72

GLATTLI, H. (1924)
Anatomie des Venensystems des Kuheuters

Diss. med. vet. ZUrich

GRUNERT, E. (1990)
Kap.: Euter
In: Dirksen, G., Grinder, H.-D., Stober, M. (Hrsg): Die klinische Untersuchung
des Rindes, 3. Aufl., Verlag Paul Parey Berlin Hamburg, 525-548

HABERMEHL, K.-H. (1996)
Kap.: Haut und Hautorgane
In: Nickel, R., Schummer, A., Seiferle, E. (Hrsg.): Lehrbuch der Anatomie der
Haussaugetiere, Band 3: Kreislaufsystem, Haut und Hautorgene, 3. Aufl., Paul

Parey Verlag im Blackwell Wissenschaftsverlag GmbH Berlin, 485-491

HEDSTROM, H. (1932)
Juvertuberkulos hos ko, en experimentell studie
Skand. Vet.-tidskr. 22 (12), 628-631

HIBBITT, K. G. (1964)

Biopsy of the Bovine Mammary Gland
Vet. Rec. 76 (13), 418-420

77



HOGAN, J. S., SMITH, K. L., HOBLET, K. H., SCHOENBERGER, P. S,
TODHUNTER, D. A.,, HUESTON, W. D., PRITCHARD, D. E., BOWMAN, G. L.,
HEIDER, L. E., BROCKETT, B. L., CONRAD, H. R. (1989)

Field Survey of Clinical Mastitis in Low Somatic Cell Count Herds

J. Dairy Sci. 72 (6), 1547-1556

HOSPES, R., SEEH, C. (1999)
Kap.: Embryonale Entwicklung, Nomenklatur und Anatomie der Zitze
In: Sonographie und Endoskopie an der Zitze des Rindes — Atlas und Lehr-
buch, Schattauer Verlag Stuttgart New York, 9-12

JANOSI, S., BALTAY, Z. (2004)
Correlations among the somatic cell count of individual bulk milk, result of the
california mastitis test and bacteriological status of the udder in dairy cows
Acta Vet. Hung. 52 (2), 173-183

JENNINGER, S. (1989)
Ultraschalluntersuchungen an der Milchdrise des Rindes. Physiologische und
pathologische Befunde.

Diss. med. vet., Minchen

KAGKLI, D. M., VANCANNEYT, M., VANDAMME, P., HILL, C., COGAN, T. M.
(2007)

Contamination of milk by enterococci and coliforms from bovine faeces

J. Appl. Microbiol. 103, 1393-1405

KARNATH, U., SINGER, C., ISENBERG, H. D. (1992)
Clinical significance of Staphylococcus warneri bacteremia
J. Clin. Microbiol. 30, 261-264

KNIGHT, C. H., HILLERTON, J. E., TEVERSON, R. M., WINTER, A. (1992)

Biopsy of the Bovine Mammary Gland
Br. Vet. J. 148 (2), 129-132

78



KOCH, T. (1956)
Die Milchdruse (Glandula lactifera, Mamma) des Rindes
Mh. Vet. Med. 11, 527-532

KOCH, T., BERG, R. (1993)
Kap.: Euter der Kuh, Uber
In: Lehrbuch der Veterinar — Anatomie, Band 3, Die grof3en Versorgungs- und
Steuersysteme, 5. Aufl., Gustav Fischer Verlag Jena Stuttgart, 569-577

KOSSAIBATI, M. A., ESSLEMONT, R. J. (1997)
The Costs of Production Diseases in Dairy Herds in England
Vet. J. 154 (1), 41-51

KROLLING, O. (1960)
Kap.: Die Milchdrise
In: Krolling, O., Grau, H. (Hrsg.): Lehrbuch der Histologie und vergleichenden
mikroskopischen Anatomie der Haustiere, 10. Auflage, Paul Parey Berlin
Hamburg, 466-472

LASCELLES, A. K. (1979)
The Immune System of the Ruminant Mammary Gland and its Role in the
Control of Mastitis
J. Dairy Sci. 62 (1), 154-160

LE ROUX, J. M. W., WILKENS, H. (1959)
Beitrag zur BlutgefalRversorgung des Euters der Kuh
Dtsch. Tierartztl. Wschr. 66, 429-435

LIEBICH, H.-G. (2003)
Kap.: Wandbau gréfRerer Blutgefalde
In: Funktionelle Histologie der Haussaugetiere, 4. Aufl., Schattauer Verlag
Stuttgart New York, 133-141

79



LIEBICH, H.-G., REESE, S., BUDRAS, K. D. (2003)
Kap.: Milchdrise (Glandula mammaria, Mamma, Euter, Gesauge)
In: Liebich, H.-G. (Hrsg.): Funktionelle Histologie der Haussaugetiere, 4. Aufl.,
Schattauer Verlag Stuttgart New York, 323-327

LORENZ, R. J. (1996)
In: Grundbegriffe der Biometrie, 3. Aufl., Gustav Fischer Verlag Stuttgart New
York

LUDEWIG, T. (1996)
Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen an der Blut-Milch-
Schranke der laktierenden Milchdrise des Rindes
Anat. Histol. Embryol. 25, 121-126

LUDEWIG, T. (1997)
Milchgange und Chaos
Anat. Histol. Embryol. 26, 277-280

MARTIN, M. A., PFALLER, M. A., WENZEL, R. P. (1989)
Coagulasenegative staphylococcal bacteremia. Mortality and hospital stay.
Ann. Intern. Med. 110, 9-16

MARX, G. D., CARULO, E. V. (1963)
Method of Biopsy of the Mammary Gland of Cows and Goats
J. Dairy Sci. 46, 576-579

MICHEL, G. (1979a)
Zum Bau der Milchgange des Rindereuters
Mh. Vet.-Med. 34, 133-137

MICHEL, G. (1979b)

Zur Morphologie der Alveolen des Rindereuters
Mh. Vet.-Med. 34, 385-389

80



PAAPE, M. J., WERGIN, W. P., GUIDRY, A. J., PEARSON, R. E. (1979)
Leukocytes-Second Line of Defense Against Invading Mastitis Pathogens
J. Dairy Sci. 62 (1), 135-153

PIEPERS, S., DE MEULEMEESTER, L., DE KRUIF, A., OPSOMER, G., BARKEMA,
H. W., DE VLIEGHER, S. (2007)
Prevalence and distribution of mastitis pathogens in subclinically infected dairy
cows in Flanders, Belgium
J. Dairy Res. 74, 478-483

PIEPERS, S., OPSOMER, G., MEYER, E., DEMEYERE, K, BARKEMA, H. W., DE
KRUIF, A., DE VLIEGHER, S. (2009)
Heifer and quarter characteristics associated with periparturient blood and milk
neutrophil apoptosis in healthy heifers and in heifers with subclinical mastitis
J. Dairy Sci. 92, 4330-4339

PLATONOW, I, BLOBEL, H. (1962)
Biopsy of the Bovine Mammary Gland
Am. J. Vet. Res. 23, 166-167

REA, M. C., COGAN, T. M., TOBIN, S. (1992)
Incidence of pathogenic bacteria in raw milk in Ireland
J. Appl. Bacteriol. 73, 331-336.

RICHTERICH, P., BERGMANN, M., WERHREND, A. (2009)
Testicular biopsy in stallions
Reprod. Dom. Anim. 44 (S1), 29

ROMEIS, B. (1989)
Kap.: Farben der Schnitte
In: Bock, P. (Hrsg.): Mikroskopische Technik, 17. Aufl., Urban und Schwarzen-
berg Wien, 179-250

81



RUFFO, G., ZECCONI, A. (1994)
Update on mastitis aetiology and epidemiology
Proc. 18" World Buiatrics Congress, Bologna (29.08-02.09.1994), 167-175

SCHALM, O. W., NOORLANDER, D. O. (1957)
Experiments and observations leading to the development of the Californian
mastitis test
J. Am. Vet. Med. Ass. 130, 199-207

SHAKESPEARE, A. S. (1998)
Use of endoscopy to investigate abnormalities within the bovine udder and teat
Vet. Rec. 142, 672-673

SHVABE, A. K., SOLOVIRA, V. N. (1960)
Application of a Method of Biopsy for Studying the Mammary Gland of the Cow
Izvest. Timiryazev. sel’ shokoz. Akad. 35, 214-219

SMOLLICH, A. (1992):
Kap.: Milchdruse
In: Smollich, A., Michel, G. (Hrsg): Mikroskopische Anatomie der Haustiere,
Gustav Fischer Verlag Jena, 336-353

STOCKER, H., RUSCH, P. (1997)
Kap.: Euter und Zitzen
In: Braun, U. (Hrsg): Atlas und Lehrbuch der Ultraschalldiagnostik beim Rind,
Parey Buchverlag Berlin, 163-175

TAKEDA, T. (1989)

Diagnostic ultrasonography of the bovine udder
Japan. J. Vet. Res. 37 (2), 133

82



TENHAGEN, B. A., KOSTER, G., WALLMANN, J., HEUWIESER, W. (2006)
Prevalence of Mastitis Pathogens and Their Resistance Against Antimicrobial
Agents in Dairy Cows in Brandenburg, Germany
J. Dairy Sci. 89: 2542-2551

TROSTLE, S. S., O'BRIEN, R. T. (1989)
Ultrasonography of the Bovine Mammary Gland
Comp. Cont. Educ. Pract. 20 (2), 64-71

VANGROENWEGHE, F., VAN DEN BROECK, W., DE KETELAERE, A., VAN BREE,
H., DUCHATEAU, L., BURVENICH, C. (2006)
Endoscopic Examination and Tissue Sampling of the Bovine Teat and Udder
Cistern
J. Dairy Sci. 89 (5), 1516-1524

VELS, L., RONTVED, C. M., BJERRING, M., INGVARTSEN, K. L. (2009)
Cytokine and acute phase protein gene expression in repeated liver biopsies
of dairy cows with a lipopolysaccharide-induced mastitis
J. Dairy Sci. 92, 922-934

WATTS, J. L. (1988)
Etiological Agents of Bovine Mastitis
Vet. Microbiol. 16, 41-66

WATTS, J. L., RAY, C. H.,, WASHBURN, P. J. (1991)
A Convenient Method for Differentiation of Coagulase-Negative Staphylococci
Isolated from Bovine Mammary Glands
J. Dairy Sci. 74 (2), 426-428

ZECCONI, A., PICCININI, R. (2002)
Intramammary infections: epidemiology and diagnosis
In: Kaske, M., Scholz, H., Holtershinken, M. (Hrsg.): Recent Developments and
Perspectives in Bovine Medicine, Keynote Lectures, 7™ World Buiatrics
Congress, Hannover (18-23.08.2002), 346-359

83



ZIETSCHMANN, O. (1985)
Kap.: Das Euter der Wiederkauer
In: Ellenberger, W., Baum, H. (Hrsg.): Handbuch der vergleichenden Anatomie
der Haustiere, 18. Aufl., Reprint, Springer Verlag Berlin Heidelberg New York
Tokio, 1056-1062

ZWART, S. G. (1911)

Beitrage zur Anatomie und Physiologie der Milchdriise des Rindes

Diss med vet Bern

84



S T
A=

aa P d gy ol =

p AL e e

VVB LAUFERSWEILER VERLAG  |IN 111 NI 11 NN RI 11 A1
STAUFENBERGRING 15 ISBN: 978-3-8359-5732-9

D-35396 GIESSEN H | ‘ ‘ | | |‘
3 9

835195732

Tel: 0641-5599888 Fax: -5599890
redaktion@doktorverlag.de
www.doktorverlag.de 9 117

8






