UNTERSUCHUNG ZU VORKOMMEN UND
BEDEUTUNG VON KOAGULASE-NEGATIVEN
STAPHYLOKOKKEN IN VIERTELGEMELKSPROBEN

CORNELIA CASSEL

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitat Giefen

W VB LAUFERSWEILERGERLAG



Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2009

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2009

© 2009 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Aus dem Institut fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde,
Professur fiir Milchwissenschaften

der Justus-Liebig-Universitit Gie3en

Betreuer: Prof. Dr. Dr. habil. E. Usleber

Untersuchung zu Vorkommen und Bedeutung von koagulase-negativen

Staphylokokken in Viertelgemelksproben

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitit Gie3en

eingereicht von

CORNELIA CASSEL

Tierdrztin aus Bremen

GieB3en 2009



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitit Giellen

Dekan Prof. Dr. Dr. habil. G. Baljer

Gutachter: Prof. Dr. Dr. habil. E. Usleber
Prof. emer. Dr. Dr. h.c. mult. H. Bostedt

Tag der Disputation: 29.05.2009



In Liebe

meinen Eltern



Erklarung
Ich habe die vorgelegte Dissertation selbststindig und ohne unerlaubte fremde Hilfe und nur mit
den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle Textstellen, die wortlich
oder sinngemif aus verdffentlichten oder nicht verdffentlichten Schriften entnommen sind, und
alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei
den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation erwidhnten Untersuchungen habe ich die
Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,,Satzung der Justus-Liebig-Universitit

GieBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis* niedergelegt sind, eingehalten.

Die Erstellung dieser Dissertation wurde unterstiitzt vom ,,Hessischen Verband fiir Leistungs-
und Qualitédtspriifungen in der Tierzucht e.V.“, dessen nach DIN EN ISO/IEC 17025:2005
akkreditiertes Zentrallabor fiir Milchuntersuchungen die unentgeltliche Bestimmung der

somatischen Zellzahlen in den Viertelgemelksproben iibernahm.



INHALTSVERZEICHNIS

2.1
2.1.1
2.1.2

22

221
222
223

2.3

2.3.1
232
233
234
2.3.5

24

2.5

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.1.5
3.1.6

EINLEITUNG

LITERATUR
Milcherzeugung in Deutschland
Entwicklung und heutige Situation der Milchviehhaltung

Rechtliche Grundlagen der Milcherzeugung

Mastitis beim Rind
Klinische und subklinische Mastitis
Der somatische Zellgehalt als Parameter der Eutergesundheit

Mastitiserreger

Koagulase-negative Staphylokokken (KNS)
Taxonomische Einordnung der KNS

Vorkommen und Bedeutung von KNS beim Menschen
Vorkommen und Bedeutung von KNS als Mastitiserreger
Mikrobiologische Differenzierung der KNS

Differenzierung von KNS mit kommerziellen Testsystemen

Antimikrobielle Therapie und Resistenzsituation bei KNS

Sensitivititspriifungen von Erregern gegeniiber Chemotherapeutika

MATERIAL UND METHODEN
Materialien

Probenmaterial

Néhrmedien und Zusitze

Chemikalien, Biochemika und Reagenzien
Gerite und sonstige Materialien
Antibiotikatestplédttchen

Bakterienreferenzstimme

o X N B~ (OSTENN (SR (O &)

O

13
15
22
27

30

32

34
34
34
36
36
37
38
39



3.2
3.2.1
322
323
3.2.3.1

3.23.1.1

323.1.2
3.2.3.13
323.1.4
32.3.15
3.2.3.1.6
3.2.3.1.7
3232

3233
3.2.33.1
32332
32333
3234
324
325
3.2.6

4.2

4.2.1
4.2.2
4.2.3

434

Methoden

Probennahme

Durchfiihrung des California-Mastitis-Tests (CMT)

Mikrobiologische Untersuchung der Viertelgemelksproben

Isolierung und Differenzierung hiufig vorkommender Mastitiserreger in
Viertelgemelksproben

Durchfiihrung der Differenzierungstests zum KOH-, Katalase- und
Oxidaseverhalten

Differenzierung der Gattung Staphylococcus

Differenzierung der Gattungen Streptococcus und Enterococcus
Differenzierung von Corynebakterien

Differenzierung gram-negativer Erreger

Differenzierung der Gattung Proteus

Differenzierung von Hefen

Differenzierung zwischen den Gattungen Staphylococcus, Micrococcus und
Kocuria

Differenzierung der KNS-Spezies

Bestimmung der Sensitivitidt gegeniiber Novobiocin

Differenzierung der novobiocin-sensiblen KNS

Differenzierung der novobiocin-resistenten KNS

Differenzierung mit dem api®Staph—System

Konservierung der Isolate

Zytologische Untersuchung der Viertelgemelksproben

Durchfithrung des Antibiotikasensitivitdtsverhaltens als Agardiffusionstest

ERGEBNISSE

Ergebnisse der zytologischen Untersuchung

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung

Ergebnisse der Untersuchung auf Mastitiserreger

Ergebnisse der Untersuchung und Differenzierung der KNS

Vergleich der Haltungsform (Laufstallhaltung bzw. Anbindehaltung)
beziiglich des Spektrums nachgewiesener KNS-Spezies

Vergleich zwischen Erstlaktierenden und élteren Kiihen beziiglich KNS-

Vorkommenshéaufigkeit

II

40
40
40
41
41

42

43
44
44
44
45
45
46

46
47
47
50
51
52
53
53

55
55

56
56
59
62

63



4.3

4.4

4.5

4.6

5.1
5.2
5.3
54
5.5
5.6
5.7

5.8

Zusammenhinge zwischen KNS-Spezies und somatischer Zellzahl

Keimdichte (Intensitidt) der KNS-Spezies in Viertelgemelksproben

Vergleich der vereinfachten biochemischen Differenzierung und der

biochemischen Differenzierung mittels api®Staph-System

Ergebnisse der Antibiotikasensitivitétstests

DISKUSSION

Allgemein

Somatischer Zellgehalt in Viertelgemelksproben

Mastitiserreger in Milch aus unauffélligen Eutervierteln

KNS und KNS-Spezies in Viertelgemelksproben

Einfluss von KNS auf die somatische Zellzahl

Differenzierungsmethoden fiir KNS

Wirksamkeit handelsiiblicher Trockenstellerpréaparate und
Resistenzsituation der KNS

Schlussfolgerungen

ZUSAMMENFASSUNG

SUMMARY

LITERATURVERZEICHNIS

ANHANG

III

63

72

74

75

78
78
79
80
80
82
83
84

85

87

89

91

106



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1

Tabelle 2

Tabelle 3

Tabelle 4

Tabelle 5

Tabelle 6

Tabelle 7

Tabelle 8

Tabelle 9

Tabelle 10

Tabelle 11

Tabelle 12

Tabelle 13

Tabelle 14

Tabelle 15

Tabelle 16

Tabelle 17

Grenzwerte fiir die Giitebewertung der Anlieferungsmilch nach der
Milch-Giiteverordnung

Entwicklung der taxonomischen Differenzierung der Gattung
Staphylococcus zwischen 1964 und 1983 (nach WATTS, 1985)

Untersuchungen zum Vorkommen von KNS in Kuhmilch. Die
Untersuchungen beinhalten verschiedenes Probenmaterial aus klinischen

und subklinischen Mastitiden sowie aus unauffilligen Vierteln.

Untersuchungen zur relativen Vorkommenshdufigkeit einzelner KNS-
Spezies in Kuhmilch

Literaturangaben zu biochemischen Merkmalen zur Differenzierung
zwischen Staphylokokken und ,,Mikrokokken*

Zusammenstellung einiger vereinfachter Differenzierungsschemata fiir
KNS

Vergleich kommerzieller Identifizierungssysteme fiir Staphylokokken
Anzahl der  von verschiedenen Herstellern angebotenen
Trockenstellerpriparate, aufgeschliisselt nach enthaltenem
antimikrobiellen Wirkstoff laut LILA LISTE 2006/2007

Ubersicht iiber die Landwirtschaftsbetriebe

Ubersicht iiber die verwendeten Referenzstimme

Beurteilung des California-Mastitis-Tests

Ubersicht iiber die Beurteilung der Intensitit des Koloniewachstums
(Keimdichte) auf Blutagar

Differenzierung coliformer Erreger

Ubersicht iiber die zur Differenzierung der novobiocin-sensiblen KNS
untersuchten Merkmale

Ubersicht iiber die zur Differenzierung der novobiocin-resistenten KNS
untersuchten Merkmale

Bewertungsschliissel fiir Hemmhofdurchmesser im Agardiffusionstest zur
Resistenzpriifung

Nach Betrieb differenzierende Darstellung der Anzahl bakteriologisch

positiver Viertelgemelksproben sowie die jeweils nachgewiesenen
Keimgruppen

v

11

17

18

23

26

28

31

35

39

41

42

45

49

51

54

57



Tabelle 18

Tabelle 19

Tabelle 20

Tabelle 21

Tabelle 22

Tabelle 23

Tabelle 24

Tabelle 25

Tabelle 26

Tabelle 27

Tabelle 28

Ubersicht iiber die aus Viertelgemelksproben isolierten KNS-Spezies,
differenziert nach Betrieb

Absoluter bzw. prozentualer Anteil KNS-positiver Viertel in
Laufstallhaltungen und Anbindehaltungen, differenziert nach KNS-
Spezies

Vergleich von Erstlaktierenden und Kiihen hinsichtlich der Héaufigkeit
positiver KNS-Befunde, bezogen auf die Viertelanzahl pro Tier

Vorkommen von  KNS-Spezies in
verschiedenen Zellzahlkategorien

Viertelgemelksproben — mit

Absolute Anzahlen von 1216 Viertelgemelksproben mit positivem
mikrobiologischen Befund in verschiedenen Zellzahlkategorien und
absoluter sowie prozentualer Anteil von 427 Proben, die einen alleinigen
KNS-Befund aufwiesen

Vergleich des 25., 50. und 75. Perzentils der Zellzahlwerte von
Viertelgemelksproben, die fiir einzelne KNS-Spezies positiv waren

Prozentuale  Verteilung der  Intensititen in  verschiedenen
Zellzahlkategorien
Intensitit der gesamten KNS in Bezug zur Zellzahl

Intensitédt von S. chromogenes in Bezug zur Zellzahl

Ubersicht iiber Wahrscheinlichkeitsangaben zur Speziesidentifizierung
des api®Staph-Systems fir die KNS, bei denen iibereinstimmende
Identifizierung im vereinfachten biochemischen Differenzierungssystem
und dem api®Staph-System festgestellt worden war

Uberblick iiber die resistent reagierenden Isolate der Betriebe

61

62

63

64

66

70

73

73

73

75

77



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1

Abbildung 2

Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7

Abbildung 8

Abbildung 9

Abbildung 10

Abbildung 11

Abbildung 12

Zukiinftige taxonomische Stellung der Staphylokokken nach
GARRITY et al. (2005) und derzeit existierende Spezies der Gattung
Staphylococcus nach EUZEBY (2007)

Teilergebnisse =~ der  bakteriologischen =~ Untersuchung  von
Viertelgemelksproben aus dem Jahresbericht 2005 des Landesbetriebs
Hessisches Landeslabor

Prozentualer Anteil der 1.720 gepriiften Viertelgemelksproben in den
verschiedenen Zellzahlklassen

Vergleich der Haufigkeit verschiedener Keimgruppen in
Viertelgemelksproben aus Betriecben mit Zellzahlen in der
Anlieferungsmilch von < 200.000 Z/ml bzw. von = 200.000 Z/ml

Haufigkeit des Nachweises verschiedener aus Viertelgemelksproben
isolierten KNS-Spezies (n = 874)

Vergleich der Verteilung der Zellzahlwerte in Viertelgemelksproben
mit positivem mikrobiologischen Befund bzw. mit negativem
mikrobiologischen Befund

Zellzahlverhiltnisse der Viertel mit novobiocin-sensiblen KNS
Zellzahlverhiltnisse der Viertel mit novobiocin-resistenten KNS
Zusammenfassende  Darstellung des  Zusammenhangs eines
Nachweises novobiocin-sensibler (A) bzw. novobiocin-resistenter (B)
KNS und der Einstufung in eine bestimmte Zellzahlklasse

Vergleich des 25., 50., 75. und 90. Perzentils der somatischen
Zellzahlen  von  Viertelgemelksproben  mit  verschiedenem
mikrobiologischen Befund

Vergleich der Zellzahlen in Viertelgemelksproben mit negativem
mikrobiologischen Befund (n = 504) und der Viertelgemelksproben
mit alleinigem Befund einer KNS-Spezies (n = 427)

Penicillin G-Resistenz der KNS-Spezies

VI

13

16

55

58

59

65

67

68

69

71

72

76



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABI
AC
ADR
ANS
APS
Aqua dest.
ATCC
AVID
B.
BGBI
BgVV

BLS
BMELV
CASO
CCM
ch
CMT
co

Co.
DNase
DSMZ
DVG
E.c.
EDTA
ep

et al.

g

h

ha

He.
HHD
ho
HVL

hy
IBR
IDF
Int.
1PV

JLU
Kal.
KbE

Kl.
km
KNS
k.w.

Amtsblatt

Arabinose-Cellobiose

Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter
dskulin-negative Streptokokken

dskulin-positive Streptokokken

Aqua destillata

American Type Culture Collection

Arbeitskreis Veterindrmedizinische Infektionsdiagnostik
Betrieb

Bundesgesetzblatt

Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin (heute aufgeteilt und umbenannt)
Boxenlaufstall

Bundesministerium fiir Verbraucherschutz, Erndhrung und Landwirtschaft
Caseinpepton-Sojamehlpepton

Czech Collection of Microorganisms

Staphylococcus chromogenes

California-Mastitis-Test

Staphylococcus cohnii

Corynebakterien

Desoxyribonuklease

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft
Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsiure

Staphylococcus epidermidis

et alii (und Mitarbeiter)

Gramm

hora (Stunde)

Staphylococcus haemolyticus

Hefen

Hemmbhofdurchmesser

Staphylococcus hominis

Hessischer Verband fiir Leistungs- und Qualititspriiffungen in der
Tierzucht e.V.

Staphylococcus hyicus

Infektiose Bovine Rhinotracheitis

International Dairy Federation

Intensitit

Infektiose Pustuldse Vulvovaginitis

Journal

Justus-Liebig-Universitit

Kalbin

Kolonie bildende Einheit

Kilogramm

Klebsiella Spezies

Kilometer

koagulase-negative Staphylokokken

kein mikrobiologisches Wachstum

VI



1 Liter

le Staphylococcus lentus

MBK minimale bakterizide Konzentration

mg Milligramm

MHK minimale Hemmkonzentration

Mio. Millionen

M./K. Micrococcus und Kocuria Spezies

MKS Maul- und Klauenseuche

ml Milliliter

mm Millimeter

MUG Methylumbelliferyl-Glucuronid

n Anzahl der Werte

ni nicht identifiziert

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards

NCTC National Collection of Type Cultures

NNIS National Nosocomial Infection Survey

NOSEC simplified test for novobiocin-sensitive CNS (THORBERG und
BRANDSTROM, 2000)

PBP2’ zusitzlich Penicillin bindendes Protein

PCR Poly Chain Reaction

Pr. Proteus Spezies

Ps. Pseudomonas Spezies

QMPS Quality Milk Promotion Service

S. Staphylococcus

sa Staphylococcus saprophyticus

S.a. Staphylococcus aureus

sc Staphylococcus sciuri

Sc. Streptococcus

SEA Staphylococcal enterotoxin A

SEC Staphylococcal enterotoxin C

si Staphylococcus simulans

SIM Sulfid-Indol-Motility

Spp- Spezies

™ Trehalose-Mannitol

TMR Totale Mischration

TSST-1 Toxic Shock Syndrom Toxin-1

uv Ultraviolett

V. Viertel

VAG Viertelanfangsgemelk

VGP Viertelgemelksprobe

Vs. Versus

wa Staphylococcus warneri

Xy Staphylococcus xylosus

Z Zellen

ZMP Zentrale Markt- und Preisberichtstelle GmbH

77 somatische Zellzahl

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

% Prozent

°C Grad Celsius

VIII



1. EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Milchviehhaltung in Deutschland ist nach wie vor von starken Konzentrationsprozessen
gepridgt. Die Anzahl der Milchvieh haltenden Betriebe geht stetig zuriick, die durchschnittliche
Tieranzahl der noch verbliebenen Betriebe steigt. Auch bei den Molkereien sind
Konzentrationsprozesse zu beobachten. Eine wichtige Ursache hierfiir ist der Preisdruck, dem

sowohl die Urproduktion als auch die Be- und Verarbeitung von Milch unterliegen.

Die Mastitis des Rindes ist ungeachtet dieser Entwicklungen weiter eine der bedeutendsten
Erkrankungen in Milchviehherden, wobei sich allerdings aufgrund veridnderter Betriebs- und
Tierhaltungsbedingungen Verschiebungen der Ausbildungsform (subklinisch vs. klinisch) und
des Erregerspektrums ergeben haben. Die subklinische Mastitis stellt heute einen der wichtigsten
Verlustfaktoren fiir den Milcherzeuger dar. Das Erregerspektrum, das heute das
Mastitisgeschehen dominiert, hat sich gewandelt. Waren bis vor ein paar Jahrzehnten noch
Streptococcus agalactiae und Staphylococcus aureus die Hauptproblemkeime, so werden heute
immer héufiger die sogenannten Umweltkeime aus Viertelgemelksproben isoliert, insbesondere

die koagulase-negativen Staphylokokken (KNS).

Die Gruppe der koagulase-negativen Staphylokokken wird weltweit sehr héufig in
Viertelgemelksproben nachgewiesen. Uber ihre Bedeutung fiir die Eutergesundheit wird jedoch
nach wie vor kontrovers diskutiert. Oftmals werden die Erreger in diesem Zusammenhang
pauschal als ,,minor pathogens* bezeichnet. Die KNS werden héufig nur als Gruppe betrachtet,

andere Autoren betonen die Notwendigkeit einer differenzierenden Betrachtungsweise.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, KNS und Eutergesundheit bei Rindern aus Betrieben
mit relativ niedrigen Zellzahlen in Relation zu setzen. Dazu wurde die Vorkommenshiufigkeit
von KNS im Verhiltnis zu anderen Mastitiserregern in mittelhessischen Betrieben erfasst, die
KNS-Spezies wurden differenziert und die Ergebnisse in Bezug zu den ermittelten Zellgehalten

gesetzt.

Da die Therapie subklinischer Mastitiden hauptsichlich in der Trockenstehperiode erfolgt,
wurden reprisentative Isolate auf ihre Sensitivitdt gegeniiber den in kommerziell erhiltlichen

Trockenstellern enthaltenen Antibiotika gepriift.



2. LITERATUR 2

2 LITERATUR

2.1  Milcherzeugung in Deutschland
2.1.1 Entwicklung und heutige Situation der Milchviehhaltung

In den vergangenen Jahrzehnten ist sowohl bei den milcherzeugenden landwirtschaftlichen
Betrieben als auch bei den Molkereien der Konzentrationsprozess stetig weiter fortgeschritten.
So wurden im Jahr 2000 in der Bundesrepublik Deutschland noch 135.100
Milcherzeugerbetriebe gezihlt (HAMANN und FEHLINGS, 2002), im Jahr 2007 waren es nur
noch 102.000 Betriebe (ANONYM, 2008).

Da sich die Milchleistung pro Tier im gleichen Zeitraum nur relativ wenig erhoht hat, sind die
HerdendurchschnittsgroBBen in den letzten Jahren kontinuierlich gestiegen. NEUMANN et al.
(1977) gaben fiir das Bundesland Schleswig-Holstein fiir das Jahr 1955 eine durchschnittliche
Bestandsgrofle von acht Milchkithen an. Bis zum Jahr 1976 war dieser Wert auf 22 Tiere
gestiegen, wobei der Bundesdurchschnitt erst bei ca. neun Kiihen lag. HAMANN und
FEHLINGS (2002) gaben fiir das Jahr 2000 als Wert fiir die Herdendurchschnittsgro3e in
Deutschland 34 Milchkiihe an. Im Jahr 2007 lag dieser Wert bereits bei ca. 40 Tieren. Es besteht
nach wie vor ein deutlicher Unterschied zwischen den alten und den neuen Bundesldndern. In
den neuen Bundeslindern liegt die durchschnittliche Herdengrole um einen Faktor von vier
hoher als in den alten Bundesldndern (BMELYV, 2005). Die Milchkuhhaltung in Deutschland ist
damit deutlich kleiner strukturiert als die der wichtigsten europdischen Konkurrenten, wobei sich

dieses Bild in den nichsten Jahren jedoch dndern diirfte (BMELV, 2005).

Mit der Anzahl der milcherzeugenden Betriebe und einer nach wie vor feststellbaren
Leistungssteigerung ist auch die Gesamtanzahl der Milchkiihe in Deutschland gesunken,
allerdings vergleichsweise wenig. Fiir das Jahr 2001 gaben HAMANN und FEHLINGS (2002)
nach Angaben der Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter (ADR) noch 4,6 Mio. Tiere an.
Fiir das Jahr 2006 nannte die ADR (2007) eine Abnahme der Gesamtzahl an Milchkiihen auf
gerundete 4,1 Mio. In Hessen spiegelt sich die Situation analog wider, wie sie auch auf
Bundesebene festgestellt wurde. Im Jahr 2008 waren in Hessen noch durchschnittlich 3.289
Milchviehbetriebe in der Milchgiite-Priifung erfasst (HVL, 2008).

Bei sinkenden Betriebs- und Milchkuhanzahlen stieg die Durchschnittsleistung pro Tier iiber die

Jahrzehnte stark an, wobei sich dieser Trend in den letzten Jahren etwas abgeflacht hat. Im Jahr
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1952 lag in der Region Gieflen die durchschnittliche Milchleistung pro Kuh und Jahr bei 2.000-
2.500 kg; der Bundesdurchschnitt lag bei 2.720 kg, und der hochste Wert, den eine Milchkuh in
diesem Jahr erzielte, betrug 4.687 kg Milch (RUHR-STICKSTOFF-AKTIENGESELLSCHAFT,
1955). Seither hat sich die Milchleistung mehr als verdoppelt. Das BMELV (2005) gab fiir die
Jahre 2000 bis 2003 eine durchschnittliche Milchmengensteigerung um 7 % auf 6.537 kg an.

Kaum Veridnderungen lieBen sich beim ausgezahlten Milchpreis beobachten, der de facto seit
einem Jahrzehnt stagniert, mit geringen ,,Ausschligen nach oben*“. Nach Angaben der ZMP
(ANONYM, 2007b) betrug der Milchauszahlungspreis in Deutschland bei 3,7 % Fett und 3,8 %
Eiweil 1999 im Durchschnitt 28,50 Cent/kg, stieg bis 2001 auf 32,70 Cent/kg an und fiel danach
bis 2006 auf 27,35 Cent/kg Milch. In der zweiten Jahreshilfte 2007 war ein stark gestiegener
durchschnittlicher Auszahlungspreis mit teilweise mehr als 50 Cent/kg Milch zu beobachten.

Seit Mitte 2008 sinken die Preise jedoch wieder.

2.1.2 Rechtliche Grundlagen der Milcherzeugung

Kuhmilch wird primir als Lebensmittel produziert. In der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 Art. 2
wird der Begriff ,,.Lebensmittel” definiert als ,,Stoffe oder Erzeugnisse, die dazu bestimmt sind
oder von denen nach verniinftigem Ermessen erwartet werden kann, dass sie im verarbeiteten,
teilweise verarbeiteten oder unverarbeiteten Zustand von Menschen aufgenommen werden®.
Dies bedingt im Sinne des gesundheitlichen Verbraucherschutzes hygienische

Mindestanforderungen sowohl an die milchliefernden Tiere als auch an die Rohmilch.

In der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 Anhang III Abschnitt IX wurde unter anderem festgelegt,
dass Rohmilch von Tieren stammen muss, deren allgemeiner Gesundheitszustand gut ist und die
insbesondere nicht an einer sichtbaren Euterentziindung leiden. Weiterhin wurde festgelegt, dass
rohe Kuhmilch mindestens die folgenden Kriterien erfiillen muss: Die Keimzahl bei 30 °C pro
ml darf den Wert von 100.000 im iiber zwei Monate ermittelten geometrischen Mittelwert bei
mindestens zwei Probennahmen je Monat nicht tiberschreiten. Der Wert fiir somatische Zellen
darf den Grenzwert von 400.000 pro ml nicht iiberschreiten. Dabei wird der geometrische
Mittelwert iiber drei Monate bei mindestens einer Probennahme pro Monat herangezogen. Nach
der Verordnung {iiber die Giitepriifung und Bezahlung der Anlieferungsmilch (Milch-
Giiteverordnung) werden Untersuchungsparameter und Untersuchungshiufigkeit von

Anlieferungsmilch festgelegt. So miissen monatlich mindestens drei Proben zur Feststellung des
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Fettgehaltes, drei Proben zur Untersuchung des EiweiB3gehaltes, zwei Untersuchungen auf die
bakteriologische Beschaffenheit und ebenfalls zwei Untersuchungen auf Hemmstoffe
durchgefiihrt werden. Weiterhin ist mindestens zweimal pro Monat der Gehalt an somatischen
Zellen zu bestimmen. Der Gefrierpunkt ist mindestens einmal im Monat zu untersuchen. Nach
§ 3 wird der Keimgehalt herangezogen, um die Anlieferungsmilch in Klasse 1 bzw. 2
einzuteilen. Die anderen Parameter werden bei der Vergiitung der abgelieferten Milch

beriicksichtigt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Grenzwerte fiir die Giitebewertung der Anlieferungsmilch nach der Milch-Giiteverordnung

Auswirkung auf den Auszahlungs-

Giitemerkmal Einstufung bei preis
Keimgehalt pro ml  S-Klasse < 50000 Molkereiabhingiger Zuschlag
Giiteklasse 1 <100 000 kein Abzug
Giiteklasse 2 > 100 000 Abzug von mindestens 2 Cent/kg
Zellgehalt proml  S- Klasse <300 000 Molkereiabhingiger Zuschlag
<400 000 kein Abzug
> 400 000 Abzug von mindestens 1 Cent/kg
Hemmstoffe positives Untersuchungsergebnis Abzug von 5 Cent/kg je Feststellung

2.2 Mastitis beim Rind

Um eine Erkrankung feststellen zu konnen, muss der ,,gesunde‘ oder ,,normale‘ Zustand bekannt
sein. Beim gesunden Tier ist das Euterparenchym praktisch keimfrei; die Zahl der somatischen
Zellen in der Milch ist gering. Die Synthese der Milch wéhrend der Laktationsperiode erfolgt,
ausreichende Nihrstoffversorgung vorausgesetzt, in Abhédngigkeit von den intramammiren
Druckverhiltnissen in biochemisch relativ gleichmifBiger Zusammensetzung. Bei der Mastitis
des Rindes handelt es sich um eine Faktorenkrankheit, bei der die Komponenten Wirt, Erreger
und Umwelt bestimmen, ob es zu einem Mastitisgeschehen kommt oder nicht (TOLLE et al.,
1977). Die Mastitis (Euterentziindung) ist definiert als eine entziindliche Reaktion des
Eutergewebes auf bakteriologische, chemische, thermische oder mechanische Verletzungen. Sie

kann infektiés durch Mikroorganismen oder nicht infektios durch physikalische Verletzungen
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der Driise bedingt sein. Die entziindliche Reaktion beinhaltet einen Anstieg an Blutprotein und
weillen Blutzellen im Eutergewebe und in der Milch. Zweck dieser Reaktion ist die Elimination
der Noxe, die Reparatur des geschidigten Gewebes und die Wiederherstellung der normalen
Funktion (Anonym, 2001), wobei allerdings Milchleistung und Milchzusammensetzung
beeintrichtigt werden. Die verminderte  Milchleistung und die eingeschrinkte
Verwertungsmoglichkeit der Milch von Kiithen mit Mastitis fithren zu groen wirtschaftlichen
Verlusten und sind nach wie vor die ,teuerste” Erkrankung im Bereich der Milchviehhaltung
(TOLLE et al., 1977; KIELWEIN, 1994; OWENS et al., 1997; SHIM et al., 2004; CREMONESI
et al., 2006). Ungefdhr 70 % der Verluste durch Mastitiserkrankungen beruhen auf
Milchminderproduktion (ANONYM, 2007a), wobei auch hier die subklinische Mastitis im
Vordergrund steht.

Die Bedeutung der Farsenmastitis ist in diesem Kontext von weltweit steigender Bedeutung, und
insbesondere KNS werden hierbei als die wichtigsten Erreger angesehen (FOX, 2009). ZIEGER
(2007) schitzte fiir eine klinische Farsenmastitis einen wirtschaftlichen Gesamtverlust von 209
Euro, so dass nach Aussage dieses Autors bei der derzeitigen Situation jedes Jungrind ,,im
Vorhinein mit 55 Euro belastet ist. Ahnliche Zahlen gaben HUIJPS et al. (2009) an. Eine durch
KNS ausgeloste Férsenmastitis fithrt in  der folgenden Laktationsperiode zu einer
Minderproduktion von 150 kg Milch. Der entsprechende ,,Verlust* bei Staphylococcus (S.)
aureus liegt bei 425 kg, bei einer Mastitis durch Streptococcus (Sc.) spp. bei rund 300 kg Milch.
TIMMS und SCHULTZ (1987) gaben fiir die USA noch hohere Werte fiir die
Milchminderproduktion an. Nach ihren Angaben gaben mit KNS infizierte Kiihe pro Tag im
Durchschnitt 2,9 kg weniger Milch. Fiir die Gesamtlaktation summierte sich dieser Wert zu
einem Milchverlust von iiber 800 kg. HAMANN und FEHLINGS (2002) legten fiir das Jahr
2000 mit einer durchschnittlichen Milchleistung von 6.050 kg/Kuh und Jahr und einem
Milchauszahlungspreis von 30,00 Cent/kg einen Einkommensverlust zwischen 2.454 und 4.908
Euro bei einem durchschnittlichen Erzeugerbetrieb (33,8 Kiihe) durch Mastitis bedingte
Milchminderproduktion dar. Weiterhin schitzten sie die finanzielle Einbu3e pro gehaltener Kuh
durch Mastitis auf 150 Euro. Bei einem Gesamtkuhbestand von 4,6 Mio. wurde der

gesamtwirtschaftliche Schaden auf 1,4 Milliarden Euro veranschlagt.
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2.2.1 Klinische und subklinische Mastitis

Weltweit ~ wird in  Anlehnung an  Veroffentlichungen  des  internationalen
Milchwirtschaftsverbandes (International Dairy Federation, IDF) die Eutergesundheit von Kiihen
nach dhnlichen Kriterien beurteilt. Normale Sekretion findet sich bei gesunden Eutervierteln, die
duBerlich keine pathologischen Verdnderungen zeigen, deren Milch frei von euterpathogenen
Mikroorganismen ist und deren Zellgehalt im Normalbereich liegt. Eine latente Euterinfektion
liegt vor, wenn der Zellgehalt im Normalbereich liegt, jedoch Mastitiserreger nachgewiesen

werden konnen (KIELWEIN, 1994; HAMANN und FEHLINGS, 2002).

Die Mastitis ldsst sich in die subklinische und die klinische Mastitis unterteilen. Die subklinische
Mastitis ist der dauerhafteste und am weitesten verbreitete Krankheitskomplex beim Rind und
wurde bereits vor Jahrzehnten als die ,,Berufskrankheit* der Milchkuh bezeichnet (TOLLE et al.,
1977). Bei der subklinischen Mastitis zeigt das Euter keine typischen Entziindungssymptome
wie Wirme, Schmerzhaftigkeit oder Umfangsvermehrung. Der Zellgehalt ist jedoch erhoht, die
stoffliche Zusammensetzung der Milch kann bereits verdndert sein, und es konnen in der Regel
Mastitiserreger nachgewiesen werden (KIELWEIN, 1994; HAMANN und FEHLINGS, 2002).
HARMON (1994) beschrieb, dass eine Mastitiserkrankung zu reduzierter Milchproduktion und
einer Verminderung von Laktose, a-Lactalbumin und Fett in der Milch fiihrt. Die
Verlustfaktoren der subklinischen Mastitis lagen nach TOLLE (1977) neben der Minderung der
Milchleistung und Beeintrichtigung der Milchzusammensetzung auch in der Beeinflussung der
technologischen Verwertbarkeit und der Beeintrachtigung der hygienischen Wertigkeit der

Anlieferungsmilch.

In Abgrenzung zur subklinischen Mastitis wird jede sichtbare krankhafte Veridnderung des
Eutersekrets bzw. Euters als klinische Mastitis bezeichnet. Die klinische Mastitis kann zusétzlich
nach der Intensitét ihres Auftretens in geringgradig, mittel- und hochgradig unterteilt werden.
Die geringgradige klinische Mastitis duflert sich hauptsdchlich im Auftreten von Flocken,
insbesondere im Vorgemelk, wihrend das Euter noch keine klinischen Symptome zeigt. Bei der
mittel- bis hochgradigen klinischen Mastitis zeigt das Euter deutliche Entziindungsanzeichen, die
Milch ist makroskopisch verdndert, und die Tiere zeigen hédufig Fieber. Zusitzlich kann man eine
Mastitiserkrankung nach ihrer zeitlichen Dauer als subakut, akut und chronisch bezeichnen
(HAMANN und FEHLINGS, 2002). Nach TOLLE et al. (1977) sind die groften

Schadenskomponenten bei der klinischen Mastitis der Milchgeldverlust, die moglicherweise
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dauerhafte Beeintrdchtigung der Milchleistung, die zusitzlichen Kosten fiir die Behandlung und

die erhohte arbeitswirtschaftliche Belastung.

2.2.2 Der somatische Zellgehalt als Parameter der Eutergesundheit

Die primére biologische Bedeutung der somatischen Zellen der Milch liegt in ihrer Beteiligung
an der Infektabwehr der Milchdriise (HAMANN, 1992). Bei ,,normalen* Zellgehalten finden
sich in der Kuhmilch iiberwiegend Epithelzellen. Der somatische Zellgehalt der Milch ist
insbesondere bei klinischen Mastitiden iiberwiegend von neutrophilen Granulozyten gepragt
(KURZHALS et al., 1985; HAMANN, 1992). Nach HARMON (1994) ist der Infektionszustand
der Milchdriise der entscheidende Faktor fiir die Hohe der Zellzahl. Es kénnen jedoch auch nicht
infektiose Einfliisse Verdnderungen des Zellbildes auslosen (HAMANN und REICHMUTH,
1990).

Die Bestimmung der Zellzahl ist bei Kiihen schon seit langem eine der wichtigsten Methoden
zur Milchuntersuchung beziiglich der Beurteilung ihrer Beschaffenheit. Die absolute Zellzahl ist
ein wesentliches Kriterium fiir die Einstufung des Gesundheitszustandes des Rindereuters und
damit auch fiir die Qualitit der Milch (TOLLE et al., 1966; ZEIDLER et al., 1968; SCHOBER et
al., 1963). Nach Ansicht einiger Autoren wird jedoch die Bedeutung der somatischen Zellzahl
eventuell auch iiberschitzt, wenn man aufler Acht lédsst, dass eine hohere Milchleistung auch

einen verdiinnenden Effekt auf die Zellzahl haben kann (GREEN et al., 2000).

Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Methoden entwickelt, mit denen die Zellzahl der Milch
bestimmt werden kann. PRESCOTT und BREED (1910) entwickelten bereits im frithen
zwanzigsten Jahrhundert eine mikroskopische Methode zur Zellzahlbestimmung. Eine weitere
Entwicklung stellte die elektronische Zidhlung mit Hilfe des Coulter-Counter dar (TOLLE et al.,
1966). Heute hat sich die fluoreszenzoptische Zihlmethode durchgesetzt (WENDT et al., 1998).

Bis in die siebziger Jahre wurde ein Zellzahlwert von 500.000 /ml als Grenze zwischen normaler
und gestorter Euterfunktion angesehen. Dieser Grenzwert wurde auch offiziell von der
International Dairy Federation (IDF) vertreten (ZEIDLER et al., 1968; DOGGWEILER und
HESS, 1983; KLASTRUP, 1985). Andere Autoren pléddierten jedoch bereits friih fiir niedrigere
Werte, z.B. von 100.000 Z/ml (SEELEMANN, 1964; DOGGWEILER und HESS, 1983).

Dagegen ist die von der ehemaligen Milchverordnung und Milchgiiteverordnung gezogene
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Zellzahlgrenze von 400.000 /ml lediglich als ein fiir Anlieferungsmilch mindestens zu
erreichendes Giitemerkmal zu werten, das nichts tiber die Eutergesundheit des Einzeltieres
aussagt (HAMANN, 1992). Gesunde Euter weisen sehr viel niedrigere Zellzahlwerte auf. So
stellten = DOGGWEILER und HESS  (1983) bei gesunden  Erstlaktierenden
Durchschnittszellzahlen von 20.000 /ml fest. Das Laktationsstadium selbst hat auch einen
Einfluss auf die Hohe der Zellzahl, wobei diese zum Laktationsende hin natiirlicherweise

ansteigt (SEELEMANN, 1964; DOGGWEILER und HESS, 1983; JONES et al., 1984).

Zur Vermeidung hoher Tankmilchzellzahlen ist insbesondere ein gutes Betriebsmanagement
wichtig. Dies sollte Desinfektion nach dem Melken, Trockenstellen, eine gute Melkpraxis,
Behandlung klinischer Mastitiden mit Antibiotika sowie das Aussortieren von Problemkiihen

enthalten (BARKEMA et al., 1998).

Die somatische Zellzahl der Anlieferungsmilch fiir die Kiseherstellung ist, wenn die Milch nicht
standardisiert wird, auch ein brauchbarer Indikator fiir die spitere Kdsezusammensetzung, da mit
steigenden Zellzahlen auch die Inhaltsstoffe quantitativen und teilweise sogar qualitativen
Verdnderungen unterworfen sind. Wiahrend Fett und EiweiBigehalt parallel mit steigender
Zellzahl abnehmen, nimmt der Wassergehalt zu. FErhohte Zellzahlen korrelieren mit
unerwiinschten Effekten bei der Késeherstellung (POLITIS und NG-KWAI-HANG, 1988a).
Insgesamt fiihrt eine erhohte Zellzahl in der Milch indirekt iiber die verdnderte
Milchzusammensetzung zu einer geringeren Késeausbeute (POLITIS und NG-KWAI-HANG,
1988Db).

2.2.3 Mastitiserreger

Bakterielle Mastitiserreger werden typischerweise in kuhassoziierte oder auch kontagidse
Mastitiserreger einerseits sowie umweltassoziierte Mastitiserreger andererseits eingeteilt (DVG,
2000; MAKOVEC und RUEGG, 2003b; OLIVER et al., 2004). Zur ersten Gruppe gehoren
S. aureus, Sc. agalactiae sowie Sc. dysgalactiae. Zur zweiten Gruppe gehoren z.B. Sc. uberis,
Enterokokken und E. coli (DVG, 2000). Die KNS werden hiufig in eine gesonderte dritte
Gruppe eingeteilt, die als opportunistische Hautbesiedler beschrieben werden. In den letzten
Jahren ist eine Verschiebung der Mastitiserreger zu den umweltassoziierten und den die

Zitzenhaut opportunistisch besiedelnden Keimen zu beobachten (HAMANN und FEHLINGS,
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2002). Weltweit sind mit groBem Abstand in Landern mit hochentwickelter Milchproduktion die
KNS als Mastitiserreger auf dem Vormarsch (PYORALA und TAPONEN, 2009).

Dartiiber hinaus sind zahlreiche weitere Mikroorganismen als mogliche Mastitiserreger bekannt
(DVG, 2000). Dazu gehoren Arcanobacterium pyogenes, Hefen, Prototheken, Nokardien,
Klebsiella spp., Enterobacter und Serratia spp., Proteus spp. und Pseudomonas aeruginosa.
WENDT et al. (1998) fiihrten weiterhin Mykobakterien, Chlamydien, Mykoplasmen und
Aspergillus spp. als Mastitiserreger an. Beschrinkt man sich bei der Betrachtung einer Mastitis
nicht nur auf aus Milch nachweisbare Erreger, sondern betrachtet bei den
Eutergesundheitsstorungen ebenso die Euterhaut, so sind hier auch die Viren der MKS, IBR/IPV,
Pocken und Papillomatose sowie die Parasiten Mikrofilarien und Réiude-Milben zu nennen

(WENDT et al., 1998).

Die bakteriellen Mastitiserreger werden auch hédufig in ,,major pathogens® und ,,minor
pathogens* unterteilt. Zur ersten Gruppe zédhlten GREEN et al. (2002) Sc. agalactiae, Sc. uberis,
Sc. dysgalactiae, koagulase-positive Staphylokokken, E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Citrobacter spp., Serratia spp. und Arcanobacterium pyogenes. Zur zweiten Gruppe wurden

Corynebacterium spp. und koagulase-negative Staphylokokken gezihlt.

Erreger konnen auf exogenem Weg iiber den Zitzenkanal, endogen auf hdmatogenem oder
lymphogenem oder auf perkutanem Weg in die Milchdriise gelangen. Dem exogenen Weg iiber
den Zitzenkanal kommt dabei die grolte Bedeutung zu. Die kuhassoziierten Erreger werden
dabei hauptsdchlich wihrend des Melkvorganges verbreitet, wihrend die Infektion mit
umweltassoziierten Erregern vermehrt in der Zwischenmelkzeit stattfindet (HAMANN und

FEHLINGS, 2002).

2.3  Koagulase-negative Staphylokokken (KNS)
2.3.1 Taxonomische Einordnung der KNS

Koagulase-negative Staphylokokken wurden im BERGEY’S MANUAL zum ersten Mal in der
siebten Auflage von 1957 beschrieben (PULVERER et al., 1987). Bei der Gattung
Staphylococcus handelt es sich um gram-positive Kokken, deren Durchmesser 0,5 bis 1,5 um
betrigt. Sie konnen einzeln, in Paaren, Tetraden, kurzen Ketten oder aber in der

namensgebenden typischen Traubenform auftreten. Staphylokokken sind nicht beweglich, bilden
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keine Sporen, sind meistens Katalase-positiv und fakultativ anaerob (KLOOS und LAMBE, JR.,
1991).

Die Taxonomie und Nomenklatur der Staphylokokken ist seither einem steten Wandel und
standiger Weiterentwicklung unterworfen gewesen (Tabelle 2). BAIRD-PARKER (1963)
beschrieb S. aureus als einzig generell akzeptierte Spezies, wihrend die anderen Staphylokokken
keinen echten Speziescharakter hitten, und schlug eine Unterteilung der Staphylokokken in
sechs Untergruppen vor. BROWN et al. (1967) sahen die Untergruppe I von BAIRD-PARKER
(1963) entsprechend S. aureus und die Untergruppen II-VI édhnlich S. epidermidis. Sie hielten
eine weitere Unterteilung von S. epidermidis, vor allem nach proteolytischem Verhalten, fiir

sinnvoll.

Uber die Einordnung von S. hyicus zu den koagulase-positiven oder den koagulase-negativen
Staphylokokken herrschte lange Zeit eine kontroverse Ansicht. KLOOS und WOLFSHOHL
(1982) ordneten S. hyicus zusammen mit S. aureus und S. intermedius noch den koagulase-
positiven Staphylokokken zu. Dies vermutlich, da 46 % bis 58 % der Isolate eine positive
Koagulasereaktion zeigten. Danach setzte sich jedoch die Ansicht durch, dass S. hyicus, obwohl

teilweise koagulase-positiv, besser den KNS zuzuordnen sei (DEVRIESE et al., 1994).

Tabelle 2 gibt einen Uberblick der taxonomischen Entwicklung der Gattung Staphylococcus in

den Jahren 1964 bis 1983.
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PETERS (1992) stellte aufgrund von DNS-rRNS-Hybridisierungs- und 16S-rRNS-
Kategorisierungsergebnissen fest, dass die Gattungen Micrococcus und Stomatococcus einerseits
sowie Staphylococcus und Planococcus andererseits phylogenetisch zwei vollig verschiedenen
Linien zuzuordnen seien und daher die taxonomische Zusammenfassung dieser vier Gattungen
zur Familie der Micrococcaceae in Frage zu stellen sei. Weiterhin wies der Autor auf den hohen
Grad der genetischen Verwandtschaft zwischen S. aureus, S. intermedius, S. hyicus (koagulase-
variabel) und S. chromogenes (koagulase-negativ) hin. Der Autor sah es als gerechtfertigt an, die
novobiocin-sensiblen KNS als S. epidermidis-Gruppe und die novobiocin-resistenten KNS als

S. saprophyticus-Gruppe zu bezeichnen.

Nach BERGEY’S MANUAL of Systematic Bacteriology, Second Edition, Volume one and two
(GARRITY et al., 2001; GARRITY et al.,, 2005) ist die lange bestehende Familie der
Micrococcaceae, bestehend aus den Gattungen Micrococcus, Planococcus, Staphylococcus und
Stomatococcus, aufgelost worden. Die neue taxonomische Zuordnung der Staphylokokken ist in
Abbildung 1 dargestellt. Die Differenzierung vieler Spezies der Gattung Staphylococcus gestaltet

sich jedoch nach wie vor schwierig.
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Stamm: Firmicutes

Klasse: Bacilli

Ordnung: Bacillales

Familie: Staphylococcaceae

Gattung: Staphylococcus

Spezies: Staphylococcus  arlettae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus auricularis,

Staphylococcus  capitis,  Staphylococcus  caprae,  Staphylococcus  carnosus,
Staphylococcus caseolyticus, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus condimenti, Staphylococcus delphini, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus equorum, Staphylococcus felis, Staphylococcus fleurettii, Staphylococcus
gallinarum, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus
hyicus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus kloosii, Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus lentus, Staphylococcus lutrae, Staphylococcus muscae, Staphylococcus
nepalensis, Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus pettenkoferi, Staphylococcus
piscifermentans,  Staphylococcus  pseudointermedius,  Staphylococcus  pulvereri,
Staphylococcus  saccharolyticus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
schleiferi, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus simiae, Staphylococcus simulans,
Staphylococcus  succinus,  Staphylococcus  vitulinus,  Staphylococcus warneri,

Staphylococcus xylosus

Abbildung 1: Zukiinftige taxonomische Stellung der Staphylokokken nach GARRITY et al. (2005) und
derzeit existierende Spezies der Gattung Staphylococcus nach EUZEBY (2007); Spezies von Relevanz

fiir Mastitisdiagnostik im Fettdruck

2.3.2 Vorkommen und Bedeutung von KNS beim Menschen

Staphylokokken sind normalerweise opportunistische Hautbesiedler, die Infektionen
hervorrufen, wenn sie die Abwehr der Haut durch Verletzungen, Nadeleinstiche oder nach
chirurgischen Eingriffen iiberwinden konnen (KLOOS und BANNERMANN, 1994; HEIKENS
et al., 2005). KNS wurden aus vielfidltigem Probenmaterial isoliert. IWANTSCHEFF et al.
(1985) untersuchten KNS-Isolate, die zum iiberwiegenden Teil aus Urin, Blut, Pharynx- und
Nasenabstrichen, Vaginalabstrichen, Wundinfektionen und intravendsen Kathetern isoliert
worden waren. KNS konnen lebensbedrohliche Infektionen bei Intensivpatienten,
Frithgeborenen, Krebs- und Transplantationspatienten auslosen (KLOOS und BANNERMANN,
1994). Sie sind heute zu einer der Hauptursachen nosokomialer Infektionen geworden

(FREBOURG et al., 2000; PIETTE und VERSCHRAEGEN, 2009)
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Frither wurden KNS vor allem als ,,Kontaminanten* und weniger als Krankheitserreger gesehen.
Heute wird ihnen grofere Bedeutung beigemessen (KLOOS und SCHLEIFER, 1975;
ALMEIDA und JORGENSEN, 1982; PETERS, 1992). KASTNER (1999) wies auf die
Schwierigkeit der Unterscheidung zwischen Kontamination, Kolonisation und Infektion bei KNS
hin. Die Autorin teilte durch KNS ausgeloste Krankheitsbilder in Fremdkorper-assoziierte und
solche ohne Fremdkorperbeteiligung ein. Zur ersten Gruppe zidhlte sie Endokarditis nach
Klappenersatz, Lokalinfektionen bei Gefd- und Gelenkprothesen sowie Liquorshunts.
Weiterhin bestehe die Gefahr von Infektionen bei Hidmodialyseshunts, Herzschrittmachern,
GefidlBkathetern, Katheter-assoziierter Sepsis und Beatmungspneumonie bei Frithgeborenen. In
der zweiten Gruppe nannte die Autorin Endokarditis, Osteomyelitis, Sepsis, Harnwegsinfekte,

Endophthalmitis, postoperative Wundinfektionen, Otitis media und das ,,Toxic shock Syndrom*.

Bereits CRASS und BERGDOLL (1986) berichteten iiber KNS, die zum Teil von Patienten mit
nachgewiesenem ,,Toxic Shock Syndrom* isoliert worden waren und bei denen die Bildung von
»Toxic Shock Syndrome Toxin 1“ (TSST-1) und den eigentlich von S. aureus bekannten
Enterotoxinen A (SEA) und C (SEC) nachgewiesen wurde. Sie berichteten weiter von einem Fall
von Lebensmittelvergiftung, bei dem koagulase-negative Staphylokokken, die TSST-1 und SEA

produzierten, aus Hithnerfleisch nachgewiesen wurden.

Nach ARCHER und CLIMO (1994) handelte es sich bei den meisten nosokomialen Infektionen
mit KNS in Krankenhdusern der USA um S. epidermidis. Auch HEIKENS et al. (2005)
beschrieben S. epidermidis als den hédufigsten infektiosen KNS im Humanmedizinbereich.

S. saprophyticus ist als Erreger von Harnwegsinfektionen bei jungen Frauen bekannt (PETERS,

1992; HEIKENS et al., 2005).

Nach Daten des National Nosocomial Infection Survey (NNIS) hat sich die Resistenzlage
zwischen 1980 bis 1989 verschlechtert, der Anteil von gegeniiber Methicillin, Oxacillin oder
Nafcillin resistenten Stimmen stieg von 20 % auf 60 % (ARCHER und CLIMO, 1994).
KASTNER (1999) beschrieb die Empfindlichkeitslage von KNS gegeniiber Penicillin unter
20 %, fiir Methicillin / Oxacillin unter 50 % fiir Europa und USA, 50-70 % fiir Gentamicin, iiber

90 % fiir Gyrasehemmer und fast 100 % fiir Teicoplanin und Vancomycin.
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2.3.3 Vorkommen und Bedeutung von KNS als Mastitiserreger

In den sechziger Jahren wurde die Gattung Staphylococcus noch generell als nur sporadisch
Euterentziindungen verursachend den ,echten® oder ,spezifischen Mastitiserregern wie
Sc. agalactiae, Sc. dysgalactiae und auch Sc. uberis gegeniibergestellt. Fiir die Klinik wurde den

Staphylokokken eine untergeordnete Bedeutung zugewiesen (OBIGER, 1962).

Wihrend die Bedeutung von S. aureus als Mastitiserreger heute allgemein anerkannt ist, wird die
Bedeutung der KNS als Mastitiserreger nach wie vor sehr kontrovers diskutiert. So bezeichneten
GENTILINI et al. (2002) KNS als wichtige ,,minor pathogens*, wihrend SERIEYS (1985) die
KNS zusammen mit Corynebacterium bovis nur als ,,minor pathogens® einstufte. HAMANN
(1992) zédhlte KNS zu den typischen Mastitiserregern, und schon POUTREL (1984) beurteilte

KNS als Ausloser echter Euterinfektionen.

Unbestritten aber werden KNS weltweit als Ursache subklinischer Mastitiden nachgewiesen, und
oftmals werden sie bei Erstlaktierenden auch bei klinischen Mastitisfillen isoliert (DEVRIESE et
al., 1994). In vielen Ldndern sind sie heute die pradominante Gruppe unter den Mastitiserregern
(WAAGE et al., 1999; PITKALA et al., 2004). Oftmals werden KNS zusammen mit
Corynebacterium bovis aus Viertelgemelksproben isoliert (PITKALA et al., 2004).

Abbildung 2 zeigt am Beispiel von Daten des Landesbetriebs Hessisches Landeslabor, mit
welcher Hiufigkeit KNS im Vergleich zu anderen Mastitiserregern aus Viertelgemelksproben

1soliert wurden.

Das Vorkommen von S. aureus und anderen Staphylokokken Spezies in Viertelgemelksproben
von Erstlaktierenden um den Geburtszeitpunkt wurde bereits von SOBIRAJ et al. (1988)
beschrieben. In einer Reihe von kiirzlich publizierten Arbeiten wird der Bedeutung von KNS im
Zusammenhang mit Firsenmastitis breiter Raum gegeben. Wihrend SCHUKKEN et al. (2009)
aufgrund des Fehlens ,,echter* 6konomischer Risiken (Milchminderleistung) KNS im Normalfall
als unproblematisch darstellen, sind einige andere Autoren der Ansicht, dass KNS als ,,emerging
mastitis pathogens* angesehen werden miissen (FOX, 2009; PYORALA und TAPONEN, 2009;
TAPONEN und PYORALA, 2009)
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Haufigkeit in %

Coryneb. = Corynebacterium spp, APS = #skulin-positive Streptokokken, Arcanob. = Arcanobacterium

Abbildung 2: Teilergebnisse der bakteriologischen Untersuchung von Viertelgemelksproben aus dem
Jahresbericht 2005 des Landesbetriebs Hessisches Landeslabor (LHL); es wurden insgesamt 72.364 nicht

niher spezifizierte Viertelgemelksproben untersucht.

In fast allen Untersuchungen zu KNS im Zusammenhang mit subklinischen Mastitiden wurden
die novobiocin-sensiblen Spezies als die dominierende Gruppe isoliert (DEVRIESE et al., 2002).
DEVRIESE und DE KEYSER (1980) fanden in einer Studie die novobiocin-resistenten Spezies
S. xylosus und S. sciuri sowie die novobiocin-sensible Spezies S. haemolyticus vermehrt an der
Zitzenhaut und Zitzenkuppe, wihrend S. epidermidis, S. hyicus subsp. chromogenes und
S. simulans vermehrt aus der Milch isoliert wurden. Spiter bezeichneten DEVRIESE et al.
(1994) S. xylosus als die eigentlich einzig bedeutsame novobiocin-resistente KNS-Spezies.
BROWN et al. (1967) fanden S. epidermidis als hdufigsten Erreger in einer Versuchsherde mit

Erstlaktierenden der Rasse Holstein-Friesian.

Beziiglich der Pathogenitit der nachgewiesenen KNS-Spezies fand JARP (1991) nur geringe
Unterschiede und stufte die Bedeutung der einzelnen Spezies insgesamt als weniger wichtig fiir

die Entstehung eines Mastitisgeschehens ein.
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Tabelle 3 gibt eine Ubersicht zur Hiufigkeit des Vorkommens von KNS in
Viertelgemelksproben bei Kiihen. In Tabelle 4 ist eine nach Spezies differenzierte Aufstellung zu

KNS in Milchproben dargestellt.

Tabelle 3: Untersuchungen zum Vorkommen von KNS in Kuhmilch. Die Untersuchungen beinhalten

verschiedenes Probenmaterial aus klinischen und subklinischen Mastitiden sowie aus unauffilligen

Vierteln.

Autor Jahr Land n % positiv mit KNS

SMITH et al. 1985 USA k.A. 9,0 % (Viertel)

HARMON et al. 1986 USA 156 Kithe 13,1 % (Viertel)*

FOX et al. 1995 USA 2.435 27,1 % (Viertel)

KIRK et al. 1996 USA 339 Erst- 39,0 % (Erstlaktierende)
laktierende

WAAGE et al. 1999 Norwegen 1.349 12,8 % (Viertel)

GENTILINI et al. 2002 Argentinien 900 13,6 % (Viertel)

MAKOVEC und 2003b USA 77.172 13,2 % (Viertel)

RUEGG

TAPONEN et al. 2003 Finnland 117 23,9 % (Viertel)*

JANOSI und 2004 Ungarn 2.714 23,6 % (Viertel)*

BALTAY

OLIVER et al. 2004 USA 166 19,9 % (Viertel)*

PITKALA et al. 2004 Finnland 12.661 16,6 % (Viertel)

BORM et al. 2006 USA 561 Erst- 25,4 % (Viertel)*
laktierende

TENHAGEN et al. 2006 Deutschland 9910 9,1 % (Viertel)

SAMPIMON et al. 2007 Niederlande k.A. 42,2 % (subklinische Mastitis)
k.A. 14,1 % ( klinische Mastitis)

SCHUKKEN etal. 2009 USA 352.614 15 % (klinische und

subklinische Mastitis)
SAMIPMON et al. 2009 Niederlande 4.220 34,4 % (Kiihe)

10,8 % (Viertel)

n = Anzahl untersuchter Viertelgemelksproben
k.A. = keine Angabe
* Daten wurden mathematisch modifiziert
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Bereits in den achtziger Jahren zeigten Untersuchungen, dass es Zusammenhénge zwischen dem
Vorkommen von KNS in Eutervierteln und miBig erhohten Zellzahlen gab. Es wurden
Durchschnittswerte fiir die Zellzahlen von mit KNS infizierten Vierteln zwischen 193.000 Z/ml
und 303.000 Z/ml festgestellt (SMITH und HAGSTAD, 1985; NICKERSON und BODDIE,
1994; SHELDRAKE et al., 1983). DE HAAS et al. (2002) untersuchten in einer Studie zur
klinischen Mastitis den Effekt von verschiedenen Pathogenen auf die somatische Zellzahl
wihrend der Laktation. Bei Erstlaktierenden waren 7,3 % und bei dlteren Kiithen 3,5 % der
klinischen Mastitisfdlle mit KNS verbunden. Rund 50 % der durch KNS verursachten klinischen
Mastitiden bei Erstlaktierenden traten bis zum sechsten Tag nach Laktationsbeginn auf. Bei der
Betrachtung nicht erkrankter Viertel (ohne klinische und subklinische Mastitis) iiber die ganze
Laktation stellten sie fest, dass bei Erstlaktierenden die Viertel im Durchschnitt Zellzahlen
zwischen 57.000 Z/ml (Friihlaktation) und 82.000 Z/ml (Spitlaktation) aufwiesen. Altere Kiihe
zeigten zu Beginn der Laktation vergleichbare Zellzahlwerte wie die Erstlaktierenden; zum Ende
der Laktation stiegen die Zellzahlwerte aber stirker an. Es zeigte sich, dass einer durch S. aureus
ausgelosten Mastitis bereits eine Vorphase mit erhohter Zellzahl vorausging. Dieses Phidnomen
zeigte sich auch bei durch KNS ausgelosten Mastitiden. Dabei erhohten KNS die Zellzahlen bei
Erstlaktierenden in der Vorphase stirker als S. aureus. Bei E. coli-Mastitiden wurde eine solche
Vorphase nicht beobachtet. Die bestehen bleibende Erhohung der Zellzahlen durch KNS nach
Abklingen der klinischen Mastitis war niedriger als bei S. aureus, jedoch hoher als bei E. coli.
DE VLIEGHER et al. (2004a) stellten bei einer Studie an belgischen Erstlaktierenden in der
Friihlaktation eine negative Korrelation zwischen der Zellzahl und den Tagen in Milch fest,
woraus sie eine zumindest teilweise Spontanheilung fiir KNS-infizierte Viertel herleiteten.
Obwohl mit KNS infizierte Euterviertel geringere Zellzahlerhohungen bedingten als andere
Euterpathogene, stuften JANOSI und BALTAY (2004) den Einfluss der KNS aufgrund der
Héufigkeit ihres Vorkommens als bedeutend ein. KIRK et al. (1996) dagegen meinten, dass
subklinische Infektionen, vor allem mit KNS, keinen signifikanten Einfluss auf die

durchschnittliche Zellzahl oder die Milchproduktion bis zur Mitte der Laktation hitten.

Der Einfluss von KNS auf die Zellzahlen der Tankmilch ist schwieriger zu bestimmen als fiir
Viertelgemelksproben. Nur wenige Autoren beschiftigten sich mit diesem Aspekt. JAYARAO et
al. (2004) beschrieben fiir Tankmilchproben, die einen Zellzahlwert von iiber 200.000 Z/ml
aufwiesen, eine fiinffach hohere Wahrscheinlichkeit hoher KNS-Werte (iiber 500 KbE/ml).
BARKEMA et al. (1998) stellten eine hohere KNS-Hiufigkeit bei klinischen Mastitisféllen in
Betrieben fest, die Tankmilchzellzahlen bis 250.000 Z/ml hatten. In Betrieben, bei denen die
Tankmilchzahlen zwischen 251.000 und 400.000 Z/ml lagen, war die Vorkommenshéufigkeit im
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Vergleich geringer. Dagegen haben KNS nach Ansicht von SCHUKKEN et al. (2007) nur in
sehr wenigen Betrieben einen bedeutenden Effekt auf die Erhohung der Zellzahl in der

Tankmilch.

Um Studien beziiglich ihrer Aussagen iiber den Einfluss von KNS auf die Zellzahl vergleichen
zu konnen, ist es notwendig, den betrachteten Keimzahlen Beachtung zu schenken. DEVRIESE
und DE KEYSER (1980) untersuchten den Zusammenhang zwischen Keimzahl und Zellzahl fiir
Keimzahlen von KNS von unter 10 KbE/ml bis zu iiber 1.000 KbE/ml. Auch bei niedrigen
Konzentrationen stellten sie zum Teil deutlich erhohte Ergebnisse im CMT fest. BARKEMA et
al. (1998) unterschieden in einer Studie, ab welcher Keimzahl Mastitiserreger als positiver
Befund in die Untersuchung einbezogen wurden. Wihrend fiir S. aureus und Sc. agalactiae
bereits ab Keimzahlen von 100 KbE/ml von einer Infektion gesprochen wurde und den
Umweltpathogenen E. coli, Streptococcus spp. (auBer Sc. agalactiae), Klebsiella und
Pseudomonas spp. bei iiber 200 KbE/ml Bedeutung zugemessen wurde, wurden

Corynebacterium bovis und KNS erst ab 1.000 KbE/ml als relevant angesehen.

Im Vergleich sind Erstlaktierende hiufiger von KNS-Infektionen betroffen als iltere Kiihe.
Oftmals sind die Euter bereits vor der ersten Geburt mit KNS infiziert (Firsenmastitis)
(BARKEMA et al., 2006; BORM et al., 2006; TENHAGEN et al., 2006). Bei Erstlaktierenden
sind im Vergleich auch ofter mehr Viertel eines Tieres betroffen als bei édlteren Kiihen
(TAPONEN et al., 2006). Beziiglich der Staphylokokken Spezies stellten NICKERSON et al.
(1995) in einer Studie an Erstlaktierenden in absteigender Héufigkeit S. chromogenes, S. hyicus
und S. aureus fest. In den ersten drei Monaten nach dem Abkalben zeigten Viertel mit
S. chromogenes im Durchschnitt Zellzahlen von 168.000 Z/ml, bei S. hyicus lag der Zellzahlwert
bei 193.000 Z/ml und bei S. aureus bei 578.000 Z/ml. Auch DE VLIEGHER et al. (2003)
beschrieben S. chromogenes als die héufigste KNS-Spezies in Milchproben von

Erstlaktierenden.

KNS werden regelméBig auch als Ausloser klinischer Mastitiden isoliert. (BARKEMA et al.,
1999; NICKERSON et al.,, 1995; SAMPIMON et al., 2007). Dabei scheinen vor allem
S. chromogenes und S. hyicus eine dominierende Rolle zu spielen (NICKERSON et al., 1995;
SAMPIMON et al., 2007).

Bereits in den siebziger Jahren gab es die Vermutung, dass koagulase-negative Mikrokokken und

Corynebacterium bovis eine Schutzwirkung gegeniiber anderen Euterpathogenen haben konnten
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(TOLLE et al., 1977). NICKERSON und BODDIE (1994) stellten in einer Studie fest, dass
uninfizierte Viertel im Durchschnitt fast dreimal 6fter mit S. aureus infiziert wurden als Viertel,
die zuvor mit KNS infiziert waren. Auch andere Autoren stellten niedrigere Infektionsraten mit
weiteren Euterpathogenen fest, wenn aus den Vierteln oder an den Zitzenkuppen KNS isoliert
werden konnten. Besondere Bedeutung kam hier wiederum S. chromogenes zu (MATTHEWS et
al., 1991; MATTHEWS et al., 1990a; DE VLIEGHER et al., 2003). In einer in vitro Studie
legten DE VLIEGHER et al. (2004b) dar, dass S. chromogenes, die von Zitzenkuppen von
Erstlaktierenden stammten, im Labor das Wachstum von mehreren S. aureus und Streptokokken-
Stammen zu hemmen vermochten, nicht jedoch von E. coli. Als Ursache vermuteten sie die
Produktion eines antagonistischen Stoffes, z.B. eines Bakterizids. Die groflere Wirkung gegen
S. aureus und Streptokokken erklirten sie mit der generell besseren Wirkung von Bakteriziden
gegen niher verwandte Bakterien. Besonders von S. epidermidis sind bereits mehrere
Bakterizide isoliert worden. Die Bildung von antibakteriellen Substanzen wurde jedoch auch bei
S. simulans, S. saprophyticus, S. hominis und S. arlettae nachgewiesen (NASCIMENTO et al.,
2005).

Auf zellbiologischer Ebene wurde fiir KNS die Fihigkeit zur Adhédsion und Invasion
nachgewiesen. Ebenso wie fiir S. aureus und Sc. dysgalactiae wird auch bei den KNS eine aktive
Beteiligung der Wirtszellen in Form von Actin-Mikrofilamenten vermutet (ALMEIDA und
OLIVER, 1995; ALMEIDA et al., 1996; ALMEIDA und OLIVER, 2001; ANAYA-LOPEZ et
al., 2006). Eine Zellfilmbildung durch KNS, wie sie von der Oberfliche medizinischer Produkte
im humanmedizinischen Bereich bekannt ist, konnte im Euter bisher nicht nachgewiesen werden
(GENTILINI et al., 2002). Trotzdem nannten OLIVEIRA et al. (2006) die Identifizierung von
Zellfilme  produzierenden  Staphylokokken — als  Bestandteil  eines  zukiinftigen
Mastitismanagements, da diese oftmals therapieresistenter sind. ZHANG und MADDOX (2000)
beschrieben, dass S. chromogenes in klinischen Beobachtungen oftmals virulenter auftrat als
andere KNS-Spezies. Sie hielten es fiir moglich, dass eine Protease dafiir verantwortlich ist, die
Euterepithelzellen und BlutgefiBepithelzellen schidigt und dadurch Fliissigkeitsverschiebungen

und Einwanderung neutrophiler Granulozyten ins Eutergewebe ermoglicht.
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2.3.4 Mikrobiologische Differenzierung der KNS

Bis heute gibt es hinsichtlich der Differenzierung innerhalb der Staphylokokken, aber bereits
auch bei der Abgrenzung zu den Gattungen Micrococcus und Kocuria, in der
Routineuntersuchung erhebliche Schwierigkeiten. Die DVG (2000) empfiehlt zur Abgrenzung
zwischen Staphylokokken und Mikrokokken den Furazolidon-Agar nach VON RHEINBABEN
und HADLOK (1981) zu verwenden. Mikrokokken sind furazolidon-resistent, Staphylokokken
dagegen sind sensibel. Eine weitere Auflistung von Merkmalen, die zur Differenzierung

zwischen Staphylokokken und Mikrokokken vorgeschlagen wurden, zeigt Tabelle 5.



2. LITERATUR 23

Tabelle 5: Literaturangaben zu biochemischen Merkmalen zur Differenzierung zwischen Staphylokokken

und ,,Mikrokokken*

verwendetes und / oder Merkmalsauspriigung bei
Autor Jahr gepriiftes Merkmal Staphylokokken
BAIRD-PARKER 1963 Séurebildung aus Glucose anaerob positiv
CURRY und 1976 Wachstum auf FTO-Agar (50 pg/ml) Wachstum wird gehemmt
BOROVIAN
VARALDO etal. 1979 Bakteriolytische Aktivitit positiv
VON 1981 Wachstum auf Furazolidon-Pepton-Agar Wachstum wird gehemmt
RHEINBABEN (20, 30, 50 pg/ml)
und HADLOK
FALLER und 1981 modifizierter Oxidasetest und modifizierter negativ, auller S. sciuri
SCHLEIFER Benzidinetest
GUNN et al. 1981 1) Dextrosefermentation 2) Fakultativ anaerobes 1) positiv (99,3 %)*
Wachstum in halbfliissigem Thioglycolate-Agar 2) positiv (86 %)
3) Lysostaphinempfindlichkeit 3) empfindlich (83 %)
POUTREL und 1981 Lysostaphin Disk Test 10 pug empfindlich
CAFFIN
FALK und 1983 Taxo A Bacitracin Disk resistent
GUERING
BAKER 1984 1) modifizierter Oxidasetest 1) negativ (99 %)
2) Furazolidonempfindlichkeit 2) empfindlich (99 %)
3) Lysostaphinempfindlichkeit 3) empfindlich (82 %)
BAKER et al. 1986 Bacitracin Disk 0,04 U resistent (94,6 %)
GEARY und 1986 1) Schneller Lysostaphin-Test 1) empfindlich
STEVENS 2) Sdureproduktion aus Glycerol in Anwesenheit 2) positiv (99,2 %)
von Erythromycin
HEBERT et al. 1988 1) Taxo A Bacitracin Test 0,04 U 1) resistent
2) Furazolidon-Disk 100 pg 2) empfindlich
PETERS 1992 1) Guanin-Cytosin-Gehalt der DNS 1)30-35%
2) Zellwand > 2 Mol Glycin pro Mol 2) positiv
Glutaminséure im Peptidoglykan
Teichonsédure
3) Fructose-1,6-diphosphat-Aldolase-Typ 3) Typ L, auBer S. sciuri
4) Cytochrom C 4) negativ, auller S. sciuri

* Daten wurden mathematisch modifiziert
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Die Staphylokokken werden hauptsichlich durch ihre Fihigkeit, durch das Enzym Koagulase
Kaninchen- und / oder Menschenplasma zu koagulieren, in koagulase-positive und koagulase-
negative Spezies eingeteilt (MAYR, 1993). Daher sollte vor einer weitergehenden
Differenzierung die Zugehorigkeit zur Gruppe der KNS iiberpriift werden. BERKE und TILTON
(1986) beschrieben, dass der Slide-Test 97,5 % von 118 getesteten klinischen S. aureus-Isolaten
erkannte. Kommerziell erhiltliche Testkits zum Testen auf S. aureus lieferten teils hohere, teils
aber auch niedrigere Raten einer ,richtigen® Identifizierung. Alle kommerziellen Testkits
lieferten mit einer gewissen Hiufigkeit auch falsch positive Ergebnisse mit koagulase-negativen

Staphylokokken.

DEVRIESE und HAJEK (1980) beschrieben die Komplikation bei der Abgrenzung zwischen
S. aureus, S. intermedius und S. hyicus subsp. hyicus. Wihrend S. aureus sowohl im Koagulase-
Test als auch beim Klumpungsfaktor positiv reagierte, reagierte S. intermedius im Koagulase-
Test ebenfalls positiv, dagegen aber variabel beim Klumpungsfaktor. S. hyicus reagierte
beziiglich des Klumpungsfaktors negativ, aber variabel im Koagulase-Test. Die Autoren
bezeichneten den Klumpungsfaktor-Test als erste Wahl vor dem Koagulase-Test in der

Routinediagnostik.

Die Identifizierung der einzelnen Spezies der Gruppe KNS ist schwierig (AKATOV et al., 1981;
DEVRIESE et al., 2002). Sie sollte nicht aufgrund von wenigen Reaktionen durchgefiihrt
werden, da es oftmals Variationsbreiten in den einzelnen Spezies gibt. Die Falschidentifizierung
ist das groBte Problem (THORBERG und BRANDSTROM, 2000). Es ist allgemeine Meinung,
dass es einer Vielzahl von Reaktionen bedarf, um die einzelnen Spezies der KNS differenzieren
zu konnen (BURRIEL und SCOTT, 1998). Beim Vergleichen von Studien sollte beachtet
werden, dass verschiedene Identifizierungsraten einzelner Spezies auch das Ergebnis
verschiedener Differenzierungsmethoden sein konnten (BIRGERSSON et al.,, 1992).
Micrococcus kristinae (nach neuer Nomenklatur Kocuria kristinae) wird am hédufigsten mit
Staphylokokken verwechselt, da diese Spezies in der Lage ist, eine Vielzahl von Kohlenhydraten

zu verstoffwechseln (KLOOS und WOLFSHOHL, 1982).

ALMEIDA und JORGENSEN (1982) gaben an, dass die Verwendung eines 5 pg Novobiocin
enthaltenden Testpldttchens auf Miiller-Hinton-Agar eine geeignete Methode ist, die
Novobiocinempfindlichkeit koagulase-negativer Staphylokokken zu bestimmen. Isolate mit
einem Hemmhofdurchmesser > 16 mm galten als sensibel. GOLDSTEIN et al. (1983)

bestdtigten diesen Wert.
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DEVRIESE et al. (2002) beschriecben den DNase-Test als verldssliches Kriterium zur
Identifizierung von S. chromogenes, der hier eine doppelt so breite Reaktionszone zeigte wie der
gewachsene Impfstrich, wihrend S. aureus und S. hyicus viermal so breite Reaktionszonen
zeigten und alle anderen KNS schmalere Zonen oder gar keine aufwiesen. Nach LAMMLER
(1989) kann auch der Nachweis von S. hyicus-spezifischem Bakteriolysin zur Identifizierung von
S. hyicus herangezogen werden. AuBer S. hyicus zeigten noch S. chromogenes, S. aureus und

S. intermedius schwach positive Reaktionen.

In den Leitlinien der DVG (2000) wird zur weiteren Differenzierung von KNS das nach
DEVRIESE et al. (1994) beschriebene Verfahren empfohlen. In der Literatur haben jedoch
verschiedene Autoren ganz unterschiedliche Identifizierungsschemata vorgestellt, mit denen die
Differenzierung der KNS-Spezies mit wenigen Merkmalen moglich sein soll. Eine

Zusammenstellung dieser vorgeschlagenen Reaktionskombinationen zeigt Tabelle 6.



uapNNSeIA UauIA0q sne upjoyo[Aydels InJ ‘SND 9SEPIS0JOR[BD)-¢ ‘IONEYSOIJ-SINTO A ‘[OIUUBIA-ISO[BYRL], ‘@SA[OWBH INQYLSANY YL
QANISUAS-UIO0IqOAOU  JOJ 1591 pagrduwiis = DHSON QUOSUSISIouAs  qeurase)-wne)  ‘JINVD-Y  ‘oseleydsoyq  oyosiey[yV 0007 Pun OYANOHL
U9Z19S13 1591958)0IJ UUBY UISA[OWBH aseajoid
-B)[9@ Jne 1S9, ‘SN 9[qISUSs-UIO0IqOAOU INJ INU ‘ZUQISISOIUIOOIqOAON  ‘ZUQISISAIUIOAWOJSO ‘OsBN( ‘ZUQISISQIuIueXoldjod +661 T8 10 HSAINAAQ
9SO[AX ‘9SOIBYORS :JU)SISI-UIDOIGOAON
asea1n ‘asoreyal], ‘osereydsoyd ‘Ose[AX0qIedIpUIIIUIO
(qoiorue) JIUUBIA ‘OSOIBIN °S010eT ‘Iopfeg-Surdwin[) :[oqISUSS-UIOOIqOAON
s3unidsin uoyoryosuaw SN INJ ZUQ)SISAIUIDOIqOAON 7661 SYALad
sipnuiapida g UoA
Suniorzuaropyiq Iz AL, ‘SN IOIUSISISII-UID0IqOAOU
pun  I9[QISU9S-UIOOIqOAOU  Junzuai3qy Inz DV (JNL) [0MUUBIA-9s0[eya1 ], ‘(DY) 9SOIqO[[9D)-3s0uIqely  [66] ‘T®3° SLLVM
9SOAX ‘9S0IBYDORS ‘OSOUIqRIY ‘UI[EPSAWY :JUSISISAI-UIOOIqOAON
asejeydsoyq ‘eseprsoon|n-g ‘9seN( ‘Ul0Ia0Y :[3qISUIS-UIOOIqOAON
OPUQISIB[ISIH UOA UJUIIE)S UAqOI] ZUQ)SISAIUIOOIqOAON 6861 ‘e 4LIHM
9SATOWRH QYOSIISISIOUAS
uaypjoyo[Aydels ‘osepndodouruny-[AUOPI[OLIA — ‘ZUQISISAIUIXTWA[OJ  ‘ZUQ)SISOIUIOOIQOAON
Ioanisod-ose[n3eoy Sunzuai3qy UOI[gOI[UOSUIR ‘ase[nSeoy] ‘zudlsisauoprjozein ‘(Y OXe]) ZUQISISAIUIOENIoRY ‘ZUAIBYPY 8861 e LYH99H
9SO[AX-(+)( TONIAX ‘osourin]-(+)( ‘@soreyai]-(+)Jq
‘9sorong  ‘asoqry-(-)q ‘oseieydsoyq ‘Zuo)SISQIUIOOIqOAON  ‘UOTINPAIBIIN
ASONZIPIN-(+)J ‘OsOuuRIN-(+) ‘[OIUUBIN- ‘9SOIBIN ‘Zualstsaruryde)sosA
sna4np ¢ JuNzZudI3qy YOIPOI[UOSUId ‘9S0JOBT-0  ‘IOSSOWIYOINPAIUO[oy  ‘ose[ndeoy]  ‘@sA[OWRH  ‘@sOjoe[eD) NAATATHDS
‘sSunidsiy  uoyoruosuow  uaypoyoAydels Iy -(+)g ‘@so1onig-(-)q-g ‘osourqery-(+)7 ‘JB[0JA[SOIY], UI WNISYIBAN SOQOIdBUR G/6] pun SOOI
SN I[BUDIITA] YISTWIYIOI( AIPUIMIIA  Jye[ lomny

SN InJ BIeWwoyosSSSUNIAIZUAII(] JOIYOBJUIAIOA JOFIUIS Jun[[oISusUIlIEsny 9 I[[Aqe],



2. LITERATUR 27

2.3.5 Differenzierung von KNS mit kommerziellen Testsystemen

Die kommerziell erhiltlichen Differenzierungssysteme haben im Allgemeinen den Nachteil, dass
sie anhand humaner Staphylokokkenstimme entwickelt wurden und Staphylokokken bovinen
Ursprungs daher oftmals falsch identifizieren (THORBERG und BRANDSTROM, 2000).
BURRIELL und SCOTT (1998) testeten 30 Referenzstimme und 86 Staphylokokkenstimme
vergleichend in vier Testsystemen. Die Differenzierungsergebnisse wichen voneinander ab, und
die Autoren schlussfolgerten, dass Ergebnisse, die mit verschiedenen Differenzierungsmethoden
erzielt wurden, nicht vergleichbar sind. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht iiber die von
verschiedenen Autoren festgestellten Zuverldssigkeiten in der Verwendung kommerzieller

Testsysteme bei der Differenzierung von KNS.

Da auch die kommerziellen Testsysteme zum Teil keine zuverldssigen Differenzierungen
zulassen, sehen manche Autoren den FEinsatz der PCR als Moglichkeit, hohere ,richtige*
Differenzierungsergebnisse zu erhalten. BES et al. (2000) legten dar, dass eine korrekte
Speziesidentifizierung der KNS unerlésslich ist, um Erkenntnisse iiber die Epidemiologie, die
pathologische Bedeutung und Ratschlige zur Praxis zu erlangen. Sie differenzierten 56
Staphylokokken-Isolate sowohl phéno- als auch genotypisch. Wihrend eine phinotypische
Identifizierung nur bei 35 Isolaten moglich war und dabei sieben Isolate untypische Reaktionen
zeigten, konnten mit der PCR-Methode alle Isolate identifiziert werden. Nach HEIKENS et al.
(2005) ist jedoch auch die genotypische Identifizierung der KNS nicht fehlerfrei, und es kann zu
Falschidentifizierungen kommen. Auf der PCR basierende Identifizierungsmethoden von
Mastitiserregern direkt aus der Milch wiirden einen deutlichen Zeitvorsprung vor kulturellen
mikrobiologischen Methoden bieten. CREMONESI et al. (2006) konnten S. aureus,
Sc. agalactiae, Sc. dysgalactiae und Sc. uberis bis zu einer Keimzahl unter 10 KbE/ml Milch
nachweisen. Dabei blieb die Frage offen, ob eine Aussage iiber die Intensitiit vollig unerheblich
ist, gerade in Beziehung auf ,,Mischergebnisse*. FREBOURG et al. (2000) unterschieden mittels
PCR zwischen pathogenen S. epidermidis und kontaminierenden S. epidermidis. Bei
S. epidermidis sind die ica-Gen-Cluster fiir die interzelluldre Adhdsion und das mecA-Gen fiir
die Synthese des zusitzlichen Penicillin bindenden Proteins PBP2’, das fiir die Methicillin-
Resistenz verantwortlich ist, bekannt. Der ica- und der mecA-Genabschnitt wurden vermehrt bei

Isolaten aus klinischen Féllen, weniger aus kontaminierenden Stimmen nachgewiesen.
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2.4  Antimikrobielle Therapie und Resistenzsituation bei KNS

Durch KNS bedingte subklinische Mastitiden werden oft nicht oder erst zum Trockenstellen
antibiotisch therapiert. OLIVER et al. (2004) untersuchten die Wirkung einer verldngerten
Ceftiofur Therapie bei subklinischen Mastitiden. Die Heilungsrate bei Infektionen mit KNS lag
zwischen 62 % und 86 %, wihrend die Spontanheilung bei 33 % lag. Eine Studie, die TIMMS
und SCHULTZ (1984) in den USA durchfiihrten, zeigte dagegen, dass eine
Antibiotikabehandlung wiéhrend der Laktation keine wesentliche Senkung der Zellzahlen
herbeifiihrte. Ebenfalls beschrieben WILSON et al. (1999) fiir durch KNS ausgeloste
subklinische Mastitiden keine wesentlich hoheren Heilungsraten bei Einsatz von Antibiotika als
bei unbehandelten Vierteln. Als einziges Antibiotikum erzielte Amoxicillin eine nennenswert

hohere Wirkung.

BARKEMA et al. (1999) fanden einen positiven Zusammenhang zwischen den Jahren des
Trockenstellereinsatzes und der Inzidenzrate klinischer Mastitiden. Sie gaben jedoch gleichfalls
zu bedenken, dass das vermehrte Auftreten von Mastitiden ebenfalls den hoheren Einsatz von
Trockenstellern bedingen konnte. Trockenstellen reduziert die Anzahl der Infektionen mit
,minor pathogens*“ (HARMON et al., 1986). Die Autoren stellten in einer Studie in den USA
eine niedrigere Priavalenz von KNS in Eutern fest, die zuvor mit einem Trockensteller behandelt

wurden.

Vermehrt findet sich der Ansatz, Erstlaktierende bereits vor der Abkalbung antibiotisch zu
behandeln. BORM et al. (2006) wiesen fiir durch KNS verursachte Infektionen eine 57,5 %
hohere Heilungsrate bei einer Behandlung gegeniiber unbehandelten Tieren nach. OLIVER et al.
(2003) untersuchten den Einsatz von Laktationsantibiotika mit Cloxacillin und Cefapirin bei
Erstlaktierenden prd partum. Es zeigte sich, dass vor dem Kalben behandelte Erstlaktierende
wihrend der gesamten Laktation signifikant niedrigere Infektionsraten mit KNS aufwiesen.
Diese Tiere produzierten im Vergleich signifikant mehr Milch und hatten signifikant niedrigere

Zellzahlen.

Das Trockenstellen laktierender Kiihe unter Antibiotikaschutz ist eine wirksame und zugleich
o0konomische Methode zur Therapie subklinischer Mastitiden. Ebenfalls wird das Auftreten von
klinischen Mastitiden in der Friihlaktation verringert (HOEDEMAKER et al., 2006). PYORALA
und TAPONEN (2007) sahen ebenfalls das antibiotische Trockenstellen als eine gute
Moglichkeit zur Behandlung persistierender KNS-Infektionen. TENHAGEN et al. (2006)
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stellten in einer Studie in Brandenburg fest, dass Cloxacillin das zurzeit am hiufigsten in
Trockenstellern eingesetzte Antibiotikum ist. Die Tabelle 8 zeigt die laut der LILA LISTE,
2006/2007 (PETRAUSCH, 2006) auf dem deutschen Markt erhiltlichen Trockensteller nach

ihren antimikrobiellen Wirkstoffen.

Tabelle 8: Anzahl der von verschiedenen Herstellern angebotenen Trockenstellerpriparate,

aufgeschliisselt nach enthaltenem antimikrobiellen Wirkstoff laut LILA LISTE 2006/2007

Im Trockenstellerpriparat enthaltene

antimikrobielle Wirkstoffe Anzahl der Trockenstellerpriparate
Cloxacillin 12

Oxacillin 1

Penicillin 1

Penethacillin, Penicillin, Framycetin (Mischpréiparat) 1

Penicillin, Neomycin (Mischpréparat) 1

Penicillin, Streptomycin, Nafcillin (Mischpréiparat) 2

Cefazolin 1

Cefquinom 1

Cefapirin 1

Die Haufigkeiten von Resistenzen von aus Kuhmilch isolierten KNS gegeniiber Antibiotika
werden von verschiedenen Autoren unterschiedlich beschrieben. Am héufigsten wird eine
Resistenz von KNS gegeniiber Penicillin berichtet. GENTILINI et al. (2002) beschrieben 27,6 %
resistente Isolate, JARP (1991) 11,5 % (Wert berechnet), jedoch zeigte S. haemolyticus eine
Resistenzrate von 40 %. SAMPIMON et al. (2007) beschrieben fiir aus klinischen
Mastitisproben isolierte KNS eine Resistenzrate gegeniiber Penicillin von 37,4 %. Die
Resistenzraten unterschieden sich jedoch bei den einzelnen KNS-Spezies. Fiir S. chromogenes
betrugen sie 17,8 %, fiir S. xylosus und S. epidermidis 62,5 %, fiir S. haemolyticus und S. capitis
75 % und fiir S. saprophyticus 100 %. Die Isolate der Spezies S. simulans und S. hyicus zeigten
kein resistentes Verhalten gegeniiber Penicillin. Bei einer Studie in Finnland (PITKALA et al.,
2004) betrug die Resistenzrate von KNS gegeniiber Penicillin 32 % und bet MAKOVEC und
RUEGG (2003a) in den USA 32,6 %.
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Die Resistenzrate gegeniiber Oxacillin gaben GENTILINI et al. (2002) mit 3,2 % an.
SAMPIMON et al. (2007) und PITKALA et al. (2004) gaben 10,2 % bzw. 9,6 % resistente
Stimme an, LUTHJE und SCHWARZ (2006) lediglich 0,7 %. MAKOVEC und RUEGG

(2003a) stellten eine Resistenzrate von 6,8 % gegeniiber Cloxacillin fest.

Beziiglich der Resistenzraten gegeniiber Ampicillin, Erythromycin und Pirlimycin gaben
LUTHIJE und SCHWARZ (2006) 18,1 %, 7,4 % und 6,4 % an, entsprechend beschrieben
MAKOVEC und RUEGG (2003a) 30,1 %, 14,9 % und 19,0 %.

DEVRIESE et al. (2002) beschrieben, dass S. sciuri intrinsisch bedingt resistent gegeniiber
Cloxacillin und Lincomycin sei. In ihrer Studie wiesen die Autoren bei drei S. chromogenes
Isolaten das linA-Gen nach, das zusammen mit dem linA’-Gen die Monoresistenz bei
Staphylokokken gegen Lincomycin bedingt. GENTILINI et al. (2002) wiesen bei einem
Oxacillin-resistenten KNS-Isolat das mecA-Gen nach. Die Autoren empfahlen, Tiere, bei denen

mecA-positive KNS festgestellt werden, aus der Herde zu entfernen.

Fir den Erfolg einer bakteriologischen Heilung ist aber nicht allein die Empfindlichkeit der
Erreger gegeniiber dem Antibiotikum verantwortlich. SOL et al. (1994) stellten fiir S. aureus-
Infektionen Abhingigkeiten von der Lokalisation, dem Alter der Kuh, den Prozenten der

positiven Befunde, der Zellzahl und der Anzahl infizierter Viertel fest.

2.5  Sensitivititspriifungen von Erregern gegeniiber Chemotherapeutika

Die alleinige Sensitivitit eines Erregers in der in vitro Sensitivititspriifung ist keine Garantie fiir
die Wirksamkeit des Wirkstoffes im Tier. OWENS et al. (1997) wiesen in einer Studie eine
Ubereinstimmung zwischen den in vitro Sensitivititspriifungen und den Heilungsraten bei
subklinischen Mastitiden bei Staphylococcus spp., ausgenommen S. aureus, von 71 % nach. Bei
Sc. agalactiae betrug der Wert 90 %, bei Sc. uberis 91 % und bei Sc. dysgalactiae 90 %:; bei
chronischen S. aureus-Infektionen zeigte sich eine Ubereinstimmung von nur 35 %. Daher
hielten die Autoren eine Sensitivititspriifung fiir eine Vorhersage der Wirksamkeit bei neuen
Infektionen fiir sinnvoll, jedoch nicht bei chronischen S. aureus-Infektionen. TENHAGEN et al.
(2006) gaben weiter zu bedenken, dass unterschiedlich berichtete Resistenzraten auch von

unterschiedlichen Methoden herrithren konnen.
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Fir die Bestimmung der Erreger-Sensitivitidt gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen stehen
verschiedene Methoden zur Verfiigung. In der DIN 58940 werden die Methoden des Agar-
Diffusionstests, die Agar-Dilutionsmethode sowie die Makro- und die Mikrodilution
beschrieben. Weiterhin ist zwischen der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) und der minimalen bakteriziden Konzentration (MBK) zu unterscheiden. Unter der
minimalen Hemmkonzentration versteht man die niedrigste Konzentration eines Wirkstoffes, die
unter definierten in vitro Bedingungen die Vermehrung eines getesteten Mikroorganismus
innerhalb einer festgelegten Zeitspanne verhindert. Die minimale bakterizide Konzentration
bezeichnet die niedrigste Konzentration eines Wirkstoffes, die unter in vitro Bedingungen ein
definiertes Inokulum eines getesteten Bakteriums innerhalb einer festgelegten Zeitspanne um

mindestens 99,9 % reduziert.

Der Agar-Diffusionstest erlaubt lediglich eine qualitative Aussage iiber die Sensitivitit eines
Erregers, da die Reaktionen in diesem Test lediglich in den drei Kategorien sensibel, intermediir
oder resistent angegeben werden. Die Korrelation zwischen den ermittelten
Hemmhofdurchmessern und der MHK muss zuvor in einer Regressionsanalyse bestimmt
werden. Bei der Agar-Dilutionsmethode wird der Wirkstoff in geometrisch abgestuften
Konzentrationen in feste oder halbfeste Agar-Medien eingebracht, und das Inokulum wird auf
der Oberfliche aufgetragen. In diesem Test kann die minimale Hemmkonzentration direkt
bestimmt werden. Eine direkte Bestimmung ist ebenfalls durch die Makro- und die

Mikrodilutionsmethode moglich.

Zur Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration (MBK) ist es notwendig, die
Abtotungsraten in Abhédngigkeit von der Wirkstoffkonzentration und der Einwirkzeit

festzustellen. Dazu werden die jeweiligen KbE/ml auf geeigneten Agarmedien ermittelt.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Probenmaterial

In zwei Zeitrdumen (Juni bis Oktober 2005, Mirz bis Juli 2006) wurden insgesamt 1.906
Milchproben in Form von Viertelgemelksproben (Anfangsgemelk) genommen. Diese stammten
aus 16 mittelhessischen Landwirtschaftsbetrieben, die in einem Umkreis von 90 km um GieBlen
lagen. Von diesen Betrieben hielten 13 ihre Milchkiihe in Boxenlaufstéllen, in drei Betrieben
wurde ganzjdhrige Anbindehaltung praktiziert. Es wurden jeweils 30 zuféllig ausgewihlte Tiere
aus jeder Herde beprobt. Unter den 480 Tieren, die insgesamt in die Untersuchung eingingen,
befanden sich 114 Milchtiere in der ersten Laktation. Bei der iliberwiegenden Anzahl der
beprobten Tiere handelte es sich um Kiihe der Rasse ,,Deutsche Holstein®. Weiterhin hielten
einige Betriebe vereinzelt Kiihe der Rassen Fleckvieh, Braunvieh und Jersey. Die Milchkiihe aus
den mit Boxenlaufstillen ausgestatteten Betrieben wurden in Melkstinden unterschiedlicher
GroBe und Ausfithrung gemolken. Beim kleinsten Melkstand handelte es sich um einen
,Doppelzweier-Autotandem-Melkstand, der groffte war ein ,,Doppelachter-Fischgriten-
Melkstand®. In einem Betrieb wurden die Kiihe in einem Melkkarussell gemolken. Die Fiitterung
in den Betrieben setzte sich iiberwiegend aus Totalen Mischrationen (TMR) oder Teil-TMR-
Fiitterung kombiniert mit Kraftfuttergaben iiber Transponderidentifizierung zusammen. Drei
Betriebe gaben Silage als Hauptfutter an. Mit Ausnahme von Betrieb 14 wurde in allen Betrieben
nach dem Melken ein Zitzendesinfektionsmittel angewandt (post-dipping). Die Betriebe 3, 6, 8,
9, 11, 12 und 17 verwendeten hierzu ein jodhaltiges Préiparat, wobei die Betriebe 6 und 17 die
Préparate aufspriihten. In den anderen Betrieben wurden vorwiegend die Zitzenhaut pflegende
Dippmittel ohne Jod eingesetzt. Alle Betriebe wandten Trockensteller an, wobei mit Ausnahme
der Betriecbe 4 und 17 grundsitzlich alle Kiihe mit einem antibiotikahaltigen Priparat

trockengestellt wurden.

Das monatliche Zellzahlmittel (geometrischer Mittelwert) der Betriebe lag im jeweiligen
Probemonat zwischen 107.000 Z/ml und 315.000 Z/ml. Von den beprobten Tieren wurden 14
nur auf drei Vierteln gemolken. Die fehlenden Viertel wurden nicht durch Proben anderer Tiere
ersetzt, so dass 1.906 Viertelgemelksproben in die Untersuchung eingingen. Eine Ubersicht iiber

die Landwirtschaftsbetriebe zeigt Tabelle 9.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die Landwirtschaftsbetriebe

Zellzahl Zellzahl Bezahlklasse Durchschnitt

Monatsmittel 3-Monatsmittel im Jahresmilchleistung Anzahl Haltung / Anzahl
Betrieb (x1000/ml) (x1000/ml) Probemonat in 1 pro Kuh Milchkiihe  Liegeboxen
2 151 141 S 9.300 60 BLS /50
3 191 199 S 8.500 279 BLS /300
4 277 364 1 7.900 65 BLS /52
5 315 197 S 10.000 34 2-Raumstall
6 220 238 S 10.000 93 BLS /48
7 304 280 1 8.500 86 BLS /100
8 249 339 S 7.700 55 BLS /37
9 210 139 S 8.600 45 Anbindehaltung
10 285 260 1 8.200 39 Anbindehaltung
11 187 161 S 10.000 95 BLS /85
12 179 180 S 8.800 150 BLS /110
13 203 181 S 9.300 105 BLS /140
14 107 121 S 9.000 52 Anbindehaltung
15 215 216 S 8.500 47 BLS /56
16 133 140 S 9.900 89 BLS /86
17 259 249 S 6.900 50 BLS /60

BLS = Boxenlaufstall

Die Auswahl der Betriebe erfolgte unter dem Aspekt der Zellzahlmittelwerte der
Anlieferungsmilch. Die Betriebe wurden nach dem jeweiligen geometrischen Mittelwert der
somatischen Zellzahl, der im Probemonat ermittelt worden war, in zwei Gruppen eingeteilt.
Gruppe I beinhaltete Betriebe, die im Probemonat eine durchschnittliche Zellzahl von < 200.000
Z/ml Milch aufwiesen. Dazu gehorten (Tabelle 9) die Betriebe 2, 3, 11, 12, 14 und 16. Zur
Gruppe II gehorten die Betriebe 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 15 und 17, deren Zellzahlwert im
Probemonat > 200.000 Z/ml Milch lag. Betrieb 1, der in der Tabelle nicht aufgefiihrt wird, wurde
bei orientierenden Untersuchungen beprobt, in der Gesamtauswertung aber nicht weiter

beriicksichtigt.
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3.1.2 Nihrmedien und Zusitze

Askulin

Agar Agar
L(+)-Arabinose

BBL™ Purple Broth Base

Calcium-Caseinat-Agar
CASO-Bouillon

DNase-Testagar

Fluorocult® Laurylsulfat-Bouillon
Furazolidon
D(+)-Glucose-Monohydrat
Hefeextrakt, granuliert

Kilberserum

D(+)-Mannose
Malonat-Phenylalanin-Bouillon
Mueller-Hinton-Agar
Natriumchlorid
Pepton aus Casein
Rose-Bengal-Agar
Saccharose

Schafblut, defibriniert
SIM-Nihrboden
Standard-I-Nédhragar
Toluidinblau
D(+)-Xylose

(Merck, Darmstadt, 1.00842.0025)
(Merck, 1.01614.1000)

(Aldrich, Steinheim, S33407-146)
(Becton Dickinson, Le Pont de
Frankreich, 211558)

(Merck, 1.05409.0500)

(Merck, 1.05459.0500)

(Merck, 1.10449.0500)

(Merck, 1.12588.0500)

(Sigma, Steinheim, 09095K1574)
(Merck, 1.08342.1000)

(Merck, 1.03753.0500)

(Elocin-lab, Miihlheim an der
10400500)

(Sigma, M2069-25G)

(Sifin, Berlin, TN1159)

(Merck, 1.05437.0500)

(Merck, 1.06404.1000)

(Merck, 1.07216.1000)

(Oxoid, Basingstoke, U.K., CM549)
(Merck, 1.07687.0250)

(Elocin-lab, 300100100)

(Merck, 1.05470.0500)

(Merck, 1.07881.0500)

(Merck, 1.15930.0025)

(Merck, 1.08689.0025)

3.1.3 Chemikalien, Biochemika und Reagenzien

Aceton
Aminopeptidase Reagent

Aqua dest.

(Merck, 1.00013.1000)
(Rosco, Taastrup, Ddnemark, 92231)
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Bactident® Oxidase

BBL™ Coagulase Plasma mit EDTA
Beta-Glucuronidase (PGUA)
Deferoxamine 250ug
Desmanol®

Dodecylsulfat Natriumsalz
Ethanol

Fosfomycin 70ug

Harnstoff
Kaliumhydroxidplitzchen
KOVACS Indolreagenz
Methylenblaulosung

NIT 1+ NIT 2

Novobiocin Sug

ONPG, (Beta-Galactosidase)
Paraffin

Phenolphthalein

Pyrrolidonyl Aminopeptidase
Raffinose

VP1+VP2
Wasserstoffperoxid 3%

Zym A +Zym B

3.1.4 Geriite und sonstige Materialien

Abzug Holten Lamin Air
Agarclav

api®Staph
2 Autoclaven SterVis

2 Brutschrianke B6, Heraeus

1 Brutschrank B12, Heraeus

(Merck, 1.13300.0001)
(Becton Dickinson, 240827)
(Rosco, 50611)

(Rosco, 59611)

(Schiilke & Mayr, Norderstedt)
(Merck, 8.22050.2500)
(Merck, 100983)

(Rosco, 74212)

(Merck, 1.08488.5000)
(VWR, Darmstadt, 1.05033.0500)
(VWR, 1.9293.0100)
(Merck, 1.01287.2500)
(bioMérieux, Marcy I’Etoile,
Frankreich, 70422)

(Rosco, 76312)

(Rosco, 50311)

(bioMerieux, 70100)

(Sigma, P-9750)

(Rosco, 47011)

(Rosco, 53311)

(bioMerieux, 70422)

(VWR, 1.07210.0250)
(bioMerieux, 70472)

(Integra Biosciences, Fernwald)

(Integra Biosciences, biomedis Laborservice
GmbH)

(bioMérieux, 20500)

(Holzner, Nussloch, bei Heidelberg)

(Kendro  Laboratory Products, Hanau,
50042301)

(Kendro Laboratory Products, 500423079)



3. MATERIAL UND METHODEN

38

Dose-it 803

Durham Réhrchen
Fossomatic 5000, Kombi 1
Gummiverschlussstopfen
Heraeus Freeze -80°C

5 ml HS-Flasche

LYOVAC GT2
McFarland-Standard 6 x Sml
Mikrowelle Micromat
pH-Meter

Prézisionswaage
Probenrohrchen 50ml, steril
Stereomikroskop Axioplan
Sterile Einmalspritzen 20ml, 10ml
Sterile Wattestidbchen
Sterilfilter 2um

Vortex MS1 Minishaker

3.1.5 Antibiotikatestplittchen

B-Laktamantibiotika

Cefapirin 30 pg

Cefazolin 30 pg
Cefquinom 10 pg
Cloxacillin 5 pg
Penicillin G 10 IE

Aminoglvkosidantibiotika

Neomycin 30 ug
Streptomycin 25 ug

(IBS Integra Biosciences)
(VWR, 3110180)

(Foss Electric, Hillerod, Dinemark)

(Kendro Laboratory Products)
(VWR, 548-0057)

(Steris)

(bioMerieux, 70900)

(AEG)

(WTW-Inolab, Deutschland)
(Mettler, P1200)

(Sarstedt, 62.547.254)

(Zeiss)

(Terumo Europe N.V., Leuven, Belgien)
(Deltalab, Rubi, Spanien)
(Schleicher und Schiill, 10462200)

(Intervet,Unterschlei3heim,

[Mast Diagnostics])

(Mast Diagnostics, Merseyside, U.K.)
(Intervet, [Oxoid])

(Pfizer,Karlsruhe, [Mast Diagnostics])
(Mast Diagnostics)

(Mast Diagnostics)
(Oxoid, Wesel)
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3.1.6 Bakterienreferenzstimme

Die Referenzstimme wurden auf Schafblutagarplatten (Standard-I-Ndhragar mit 5 %
defibriniertem Schafblut) im Kiihlschrank gelagert. Im Abstand von vier Wochen wurden die
Stimme subkultiviert (48 h bei 37 °C). Tabelle 10 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten

Bakterienreferenzstimme.

Tabelle 10: Ubersicht iiber die verwendeten Referenzstimme

Referenzorganismus Bezeichnung Herkunft

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Gielen
Staphylococcus chromogenes DSM 20454  DSMZ GmbH, Braunschweig

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Gie3en
Staphylococcus haemolyticus ~ ATCC 29970 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Giefen

Staphylococcus hyicus NCTC 10350 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Giefen
Staphylococcus lentus ATCC 49574 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Gie3en
Staphylococcus saprophyticus ATCC 43867 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Giel3en
Staphylococcus sciuri ATCC 20345 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Gieflen
Staphylococcus simulans DSM 20322 DSMZ GmbH, Braunschweig

Staphylococcus xylosus DSM 20266 DSMZ GmbH, Braunschweig

Micrococcus kristinae ATCC 27570 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU Gie3en
Micrococcus luteus CCM 169 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU GieBBen
Micrococcus varians CCM 884 Professur fiir Milchwissenschaften, JLU GieB3en

DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
JLU = Justus-Liebig-Universitit
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3.2 Methoden
3.2.1 Probennahme

Die Beprobung der Betriebe 2 bis 8 erfolgte von Juni bis Oktober 2005, die Probennahme in den
Betrieben 9 bis 17 wurde im Zeitraum Mirz bis Juli 2006 durchgefiihrt. Jeder Betrieb wurde zur
Morgenmelkzeit besucht. Die Euter der Tiere wurden zunichst durch die melkenden Personen,
wie im Betrieb iiblich, fiir den Melkvorgang vorbereitet. Danach wurden die Milchproben in
Anlehnung an die ,,Leitlinien zur Entnahme von Milchproben unter antiseptischen Bedingungen
und Leitlinien zur Isolierung und Identifizierung von Mastitiserregern® (DVG, 2000) als
Viertelanfangsgemelke (VAG) genommen. Die Zitzenkuppen wurden mit einer 70 %igen
Alkohol-Losung desinfiziert. Zunédchst wurden die dem Probennehmer abgewandten Zitzen und
anschlieend die dem Probennehmer zugewandten desinfiziert. Die Probenentnahme erfolgte in
umgekehrter Reihenfolge in sterile Einmalprobenrohrchen mit einem Volumen von 50 ml, die
beim Probennehmen moglichst horizontal unter dem Euter gehalten wurden. Die ersten drei
Melkstrahlen aus jedem Euterviertel wurden verworfen, um KNS, die sich im Strichkanal
befinden konnten, zu entfernen. Zwischen dem Beproben von zwei Tieren desinfizierten sich die
Probennehmenden die Hinde mit Desmanol®. Die Milchproben wurden in Kiihlboxen mit
»~Gefrierakkus®“ zum Institut transportiert. Dort wurde noch am gleichen Tag mit der

mikrobiologischen Untersuchung der Proben begonnen.

3.2.2 Durchfiihrung des California-Mastitis-Tests (CMT)

Die Testfliissigkeit zur Durchfiithrung des California-Mastitis-Tests wurde wie folgt hergestellt:
40 ¢ Natrium-Dodecylsulfat, 240 g Harnstoff und 4 ml Phenolphthaleinlosung (2 %ige
ethanolische Losung) wurden in 1000 ml Aqua dest. gelost. Die Losung wurde iiber Nacht
stehen gelassen und der pH-Wert am néchsten Tag auf 8,0 eingestellt. Zur Durchfiihrung des
Tests wurden ca. 2 ml einer Viertelgemelksprobe in eine CMT-Testschale gegeben und mit der
gleichen Menge Testfliissigkeit durch kreisende Bewegung der Testschale vermischt.
Natriumdodecylsulfat und Harnstoff zerstoren die Zellwinde vorhandener somatischer Zellen,
und es kommt dadurch zu einer Verdnderung des Fliezustandes der gemischten Fliissigkeiten.

Die Beurteilung des Tests ist in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Beurteilung des California-Mastitis-Tests

Visuelle Bewertung (Viskositit)

Beurteilungsgrad  des Testgemisches Zellzahlbereich
_ unverindertes Testgemisch < 400.000 Z/ml
+ Schlieren im Testgemisch 400.000 - 1.000.000 Z/ml
++ schleimartiges Testgemisch 800.000 — 5.000.000 Z/ml
+++ gallertiges Testgemisch > 3.000.000 Z/ml
3.2.3 Mikrobiologische Untersuchung der Viertelgemelksproben

Der Inhalt der Probengefile wurde durch vorsichtiges Schwenken direkt vor der Entnahme
gemischt, um eine mogliche Sedation von Erregern aufzuheben. Es wurden jeweils 0,1 ml einer
Milchprobe auf einer Blutagarplatte mit Askulinzusatz ausgespatelt. Die Bebriitung der Platten
erfolgte aerob bei 37 °C fiir 24 und 48 h. Nach diesen Zeitraumen wurden die Platten auf
Wachstum kontrolliert und vorhandene Kolonien, wie unter 3.2.3.1 beschrieben, differenziert.
Zusitzlich wurde von jeder Viertelgemelksprobe ein Osenausstrich (0,01 ml) auf einer Rose-
Bengal-Agar-Platte zur Detektion von Hefen angefertigt. Dabei wurden jeweils acht Proben auf

einer Platte ausgestrichen. Die Bebriitung erfolgte fiir 48 h bei 30 °C.

3.2.3.1 Isolierung und Differenzierung hiufig vorkommender Mastitiserreger in

Viertelgemelksproben

Die bebriiteten Blutagarplatten wurden bei festgestelltem Keimwachstum morphologisch bzw.
biochemisch auf das Vorkommen von KNS, Micrococcus und Kocuria spp., S. aureus, dskulin-
positive und &skulin-negative Streptokokken, Corynebakterien, E. coli, Klebsiella spp.,

Pseudomonas spp. und Proteus spp. untersucht bzw. weiter charakterisiert.

Alle Erreger, ausgenommen Proteus spp., wurden hinsichtlich der Intensitéit (Koloniezahl) in den
Viertelgemelksproben beurteilt. Die Beurteilung erfolgte nach Tabelle 12. In der weiteren
Auswertung wurden nur die ermittelten Intensititen der KNS berticksichtigt, wobei diese, wie

auch alle anderen Mastitiserreger, ab einer Intensitédt von 1+ aufgenommen wurden.
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Tabelle 12: Ubersicht iiber die Beurteilung der Intensitit des Koloniewachstums (Keimdichte) auf

Blutagar
Beurteilungsgrad

Keimwachstum Anzahl gleichartig aussehender Kolonien KbE/ml
+ 1 bis<5 10-<50
I+ Sbis< 10 50 - < 100
2+ 10 bis < 20 100 - <200
3+ >20 > 200
4+ dicht stehende bis konfluierende Kolonien v

KbE = Koloniebildende Einheit

v = verschieden

3.23.1.1 Durchfiihrung der Differenzierungstests zum KOH-, Katalase- und

Oxidaseverhalten

Diese drei Tests wurden in dieser Arbeit zur Keimdifferenzierung von Mastitiserregern an
verschiedenen Stellen der Differenzierungsschemata eingesetzt und werden an dieser Stelle kurz

summarisch beschrieben.

KOH-Test

Der KOH-Test ersetzte die routinemédfige Gramfiarbung zur Unterscheidung gram-positiver und
gram-negativer Erreger. Dabei reagieren gram-positive Keime KOH-negativ, und gram-negative
Keime reagieren KOH-positiv. Ein Tropfen 3 %ige Kalilauge wurde auf einen Objekttriger
gegeben und eine Ose Koloniematerial hineingerieben. Aufgrund des unterschiedlichen
Zellwandaufbaus kommt es bei gram-negativen Keimen zur Schleimbildung, die zu
fadenziehenden Effekten zwischen Ose und Material auf dem Objekttriiger fithrt. Bei gram-

positiven Keimen bildet sich eine homogene, nicht fadenziehende Suspension.

Katalase-Test

Zur Abgrenzung zwischen Staphylokokken und Streptokokken wurde der Katalase-Test
durchgefiihrt. Bei diesem Test wird Wasserstoffperoxid bei Vorhandensein des Enzyms Katalase
gespalten. Eine Ose Koloniematerial wurde auf einen Objekttriger gebracht und ein Tropfen

einer 3 %igen Wasserstoffperoxid-Losung hinzugegeben. Die positive Reaktion der
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Staphylokokken zeigt sich in sofortiger Schaumbildung. Streptokokken zeigen im Gegensatz

dazu keine Reaktion.

Oxidase-Test

Das Oxidaseverhalten wurde mit Bactident®-Oxidase-Streifen getestet. Ein positives
Oxidaseverhalten zeigte sich nach Aufbringen von Koloniematerial auf das Testfeld in einem
blauen bis violetten Farbumschlag innerhalb von 30 Sekunden. Bei diesem Test wird das
Vorhandensein der Cytochrom ¢ Oxidase iiberpriift, die in der mitochondralen Atmungskette

lokalisiert ist.

3.2.3.1.2 Differenzierung der Gattung Staphylococcus

Koloniemorphologisch als prasumtive Staphylokokken anzusehende Kolonien wurden nach
24 bzw. 48 h  Bebriitungsdauer auf Blutagarplatten mit Askulinzusatz — subkultiviert.
Staphylokokken bilden oftmals glatte, undurchsichtige, gldnzende, runde und erhabene Kolonien
mit einem Durchmesser von 1 bis 3 mm. Jede Staphylokokkenkolonie, die auf der Originalplatte
mit mindestens fiinf gleichartig aussehenden Kolonien vertreten war, wurde in die Untersuchung
aufgenommen. Dies entsprach einer Keimzahl von = 50 KbE/ml. Die weitere Differenzierung
dieser Subkulturen erfolgte nach 24 bzw. 48 h Bebriitungsdauer bei 37 °C. Jedes Isolat wurde auf
KOH- und Katalaseverhalten getestet.

Weiterhin wurde jedes Isolat auf sein Verhalten im Klumpungstest untersucht. Dieser Test diente
zur Abgrenzung zwischen KNS und koagulase-positiven Staphylokokken (S. aureus) und wurde
als Objekttrigertest durchgefiihrt. Dazu wurde eine Ose Koloniematerial in einen Tropfen
physiologischer NaCl-Losung auf einem Objekttriger hineingerieben, um eine Autoagglutination
auszuschlieBen. Eine weitere Ose Koloniematerial wurde in 10 pul EDTA-Kaninchenplasma
verrieben. Eine deutlich erkennbare Agglutination bei indirekter Beleuchtung wurde als positiv
gewertet. Bei einem positiven Ergebnis in Kombination mit der Ausbildung einer B-Hadmolyse
wurde das Isolat als S. aureus identifiziert. Beim Fehlen einer B-Hdmolyse kombiniert mit einem
positiven Clumping-Faktor-Test, ebenso beim Auftreten einer B-Hémolyse kombiniert mit
negativem Clumping-Faktor-Test, wurde zusitzlich der Koagulase-Test durchgefiihrt. Dabei
wurden 150 pl eines EDTA- stabilisierten Kaninchenplasmas mit einer Kolonie beimpft und die
Verfestigung des Plasmas nach 4 und 24 h bewertet. Ein positiver Koagulase-Test fiihrte zur

Einordnung S. aureus. Alle anderen Isolate wurden vorliufig in die Gruppe der KNS eingestuft.
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3.2.3.1.3 Differenzierung der Gattungen Streptococcus und Enterococcus

Kolonien der Gattung Streptococcus wurden anhand ihrer Koloniemorphologie und
Héamolyseformen sowie ihres KOH- und Katalaseverhaltens identifiziert. Die weitere
Differenzierung erfolgte hinsichtlich der Askulinspaltung, die unter UV-Licht (360 nm)
tberpriift wurde. Die Spezies Streptococcus uberis und Spezies der Gattung Enterococcus
konnen Askulin spalten. Dagegen spalten Streptococcus dysgalactiae und Streptococcus
agalactiae Askulin nicht. Bei nicht vorhandener Askulinspaltung wurde ein CAMP-Test
durchgefiihrt, um eine Infektion mit Streptococcus agalactiae (Erreger des ,,Gelben Galtes*)
auszuschlieBen. Die Aufnahme der Streptokokken in die Auswertung erfolgte als dskulin-
positive (= dskulinspaltende) und #skulin-negative (= nicht &skulinspaltende) Streptokokken

(APS bzw. ANS).

3.2.3.1.4 Differenzierung von Corynebakterien

Coryneforme Erreger wurden zunichst hinsichtlich ihrer Koloniemorphologie und ihres oft erst
nach 48 h auftretenden Wachstums identifiziert. Corynebacterium bovis bildet oftmals kleine
Kolonien mit einem Durchmesser von 1 mm, die Kolonien von Corynebacterium ulcerans haben
dagegen oftmals einen Durchmesser von 5 mm. Beide Spezies zeigen eine rauhe Oberfliche der
Kolonien. Stichprobenartig wurden aus jedem Betrieb Methylenblau-Priparate zur Bestidtigung

angefertigt, in denen sich die typische V-Anordnung der pleomorphen Stibchen zeigte.

3.2.3.1.5 Differenzierung gram-negativer Erreger

In diese Untersuchung wurden die Spezies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca und die Gruppe der Pseudomonaden einbezogen, die gleichzeitig die wichtigsten gram-
negativen Erreger beziiglich der klinischen Mastitis bei Milchkiithen darstellen. Verdichtige
Kolonien wurden zundchst mittels KOH-Test gepriift. Der anschlieBend durchgefiihrte
Oxidasetest fiihrte bei positivem Ergebnis zur Diagnose ,,Pseudomonaden, bei negativem
Oxidasetest wurde eine biochemische Differenzierung angeschlossen. Dabei wurden die
Gasbildung, die Spaltung von Methylumbelliferyl-Glucuronid (MUG) und Malonat sowie die
Bildung von Indol iiberpriift. Mit jeder zu testenden Kolonie wurden drei Reagenzglidser beimpft.

Das Reagenzglas mit der Laurylsulfat-Bouillon enthielt ein Durham-Rohrchen. Nach 24 h
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Bebriitung bei 37 °C wurde an diesem Reagenzglas die Gasbildung und unter UV-Licht die
Spaltung von MUG iiberpriift, die sich in Form von Fluoreszenz zeigte. Die Malonatspaltung
wurde ebenfalls nach einer Bebriitung von 24 h bei 37 °C beurteilt. Ein Farbumschlag von blau
nach griin-tiirkis zeigte eine positive Reaktion an. Zum Nachweis der Indolbildung wurde ein
Reagenzglas mit SIM (Sulfid-Indol-Motility)-Agar stichbeimpft und 24 h bei 37 °C bebriitet. Es
wurden dann drei Tropfen KOVAC’s Reagenz hinzugegeben, und ein sofort auftretender roter
Ring zeigte eine positive Reaktion an. Die Beurteilung der einzelnen Reaktionen fiihrte zu den

Differenzierungen, wie sie in Tabelle 13 dargestellt sind.

Tabelle 13: Differenzierung coliformer Erreger

Merkmal Escherichia coli  Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumoniae
MUG-Spaltung + - -
Gasbildung + + +
Malonatspaltung - + +
Indolbildung + + -

3.2.3.1.6 Differenzierung der Gattung Proteus

Die Erreger der Gattung Proteus, Proteus mirabilis und Proteus vulgaris, wurden primér anhand
ithres schwirmenden Koloniewachstums identifiziert. Zur Absicherung wurde eine
Stichbeimpfung in SIM-Agar durchgefiihrt und fiir 24 h bei 37 °C bebriitet. Die Beweglichkeit
zeigte sich in schwiarmendem Wachstum um den Stichkanal. Gleichzeitig wurde im SIM-Agar
die H,S-Bildung iiberpriift, die sich in Schwarzfirbung des Agars ausdriickt und fiir Spezies der

Gattung Proteus positiv ausfillt.

3.2.3.1.7 Differenzierung von Hefen

Der Nachweis von Hefen erfolgte auf Rose-Bengal-Agar. Das in diesem Agar enthaltene
Chloramphenicol hemmt das Wachstum anderer Mastitiserreger. Die Kolonien erscheinen leicht
rosa mit einer matten Oberfliche und einem Durchmesser von 2-4 mm. Zur Absicherung der

Diagnose wurde von jedem positiven Befund auf Rose-Bengal-Agar ein Methylenblau-Priparat
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angefertigt. Die endgiiltige Identifizierung erfolgte dann anhand der fiir Hefen typischen grof3en,

ovalen Formen im mikroskopischen Préparat.

3.2.3.2 Differenzierung zwischen den Gattungen Staphylococcus, Micrococcus und Kocuria

Die Differenzierung zwischen den Gattungen Staphylococcus, Micrococcus und Kocuria wurde
auf Furazolidon-Pepton-Agar durchgefiihrt. Dieser wurde wie folgt hergestellt: 10 g Pepton aus
Casein, 1 g Glucose, 5 g Natriumchlorid, 5 g Hefeextrakt und 12 g Agar Agar wurden in 900 ml
Aqua dest. suspendiert und bis zum vollstindigen Losen mit einem Magnetrithrer gemischt.
Anschlieend wurde der Agar fiir 15 min bei 121 °C autoklaviert. Davon getrennt wurden 0,05 g
Furazolidon in 100 ml Aceton gelost. Diese Losung wurde dem Agar nach dem Autoklavieren
hinzugegeben und bei gedffneter Zufiilloffnung weitere 15 bis 20 min geriihrt. Der End-pH-Wert
wurde bei 25 °C auf 6,8 bis 7,2 eingestellt. Die von der AVID empfohlene Konzentration von
0,02 g Furazolidon wurde auf 0,05 g erhoht, da orientierende Untersuchungen gezeigt hatten,
dass bei einem Zusatz von 0,02 g Furazolidon Staphylokokkenwachstum in einzelnen Fillen
noch moglich war. Die Konzentration von 50 pg Furazolidon pro ml Agar ist von VON
RHEINBABEN und HADLOK (1981) mit dem gleichen Ergebnis wie die Konzentration von
20 pg/ml getestet worden. Spezies der Gattung Micrococcus zeigten auf dem Furazolidon-Agar
Wachstum, wihrend Spezies der Gattung Staphylococcus kein Wachstum zeigten. Es wurden
jeweils acht Isolate auf einer Platte ausgestrichen und fiir 24 und 48 h bei 37 °C bebriitet. Bei
deutlich erkennbarem Keimwachstum wurden die Isolate den Gattungen Micrococcus und

Kocuria, bei nicht nachweisbarem Keimwachstum der Gattung Staphylococcus zugeordnet.

3.2.3.3. Differenzierung der KNS-Spezies

Die Differenzierung der einzelnen KNS-Spezies erfolgte in Anlehnung an DEVRIESE et al.
(1994) und WHITE et al. (1989). Erginzt wurden die Differenzierungsschemata durch
biochemische Parameter nach THORBERG und BRANDSTROM (2000) sowie durch weitere

biochemische Reaktionen, um die Zuverlissigkeit der Differenzierung zu erhdhen.
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3.2.3.3.1 Bestimmung der Sensitivitit gegeniiber Novobiocin

Alle KNS-Isolate wurden zunichst auf ihre Sensitivitdt gegeniiber Novobiocin getestet. Dazu
wurde aus frischem Koloniematerial eine 0,5 McFarland-Suspension hergestellt. Die McFarland-
Einheiten geben dabei Triibungen an, die auf dem Triibungsstandard einer Bariumsulfat-Losung
basieren. Der 0,5 McFarland-Standard entspricht einer Suspension von BaCl, in H,SO4, wobei
0,05 ml einer BaCl,-Losung mit einem Massenanteil von 1 % in 9,95 ml einer H,SO4-Losung
mit einem Volumenanteil von 10 % gemischt werden (DIN 58940-3, 2002). Von der 0,5
McFarland Bakteriensuspension wurden 0,1 ml auf einer Miiller-Hinton-Agarplatte mit dem
Durchmesser 5 cm ausgespatelt. Ein mit 5 ug Novobiocin beschicktes Testpléittchen wurde in der
Mitte der Platte aufgebracht und mit einer sterilen Pinzette angedriickt. Die Bebriitung erfolgte
fir 24 h bei 37 °C. Zur Auswertung wurde der Hemmhofdurchmesser gemessen. Ein
Hemmbhofdurchmesser von < 16 mm wurde als novobiocin-resistent gewertet, ein

Hemmbhofdurchmesser von = 16 mm als novobiocin-sensibel.

3.2.3.3.2 Differenzierung der novobiocin-sensiblen KNS

In Anlehnung an die von DEVRIESE et al. (1994) beschriebene und von der DVG (2000) in
ihren ,Leitlinien zur Isolierung und Identifizierung von Mastitiserregern® verdffentlichten
Empfehlungen wurden die novobiocin-sensiblen KNS-Isolate weiter auf ihre Sensitivitit
gegeniiber Fosfomycin und Deferoxamin sowie auf ihr Verhalten auf DNase- bzw. Calcium-
Caseinat-Agar getestet. Da diese Merkmale allein nicht zu befriedigenden Ergebnissen fiihrten,
wurden zusitzlich alle novobiocin-sensiblen Isolate nach THORBERG und BRANDSTROM
(2000) auf das Vorhandensein von B-Galactosidase und Pyrrolidonyl Aminopeptidase sowie

zusitzlich dazu auf B-Glucuronidase getestet.

Sensitivitit gegeniiber Fosfomycin und Deferoxamin

Aus frischem Koloniematerial wurde eine 0,5 McFarland Suspension in physiologischer NaCl-
Losung hergestellt. Von dieser Losung wurden 0,1 ml auf einer Miiller-Hinton-Agar-Platte
ausgespatelt. Ein mit 70 pg Fosfomycin beschicktes und ein mit 250 ug Deferoxamin
beschicktes Testplittchen wurden gegeniiberliegend auf die Platte aufgebracht und mit einer
sterilen Pinzette angedriickt. Die Bebriitung erfolgte fiir 24 h bei 37 °C. Zur Auswertung wurden

die Hemmhofdurchmesser ermittelt. Bei Deferoxamin wurde ein Hemmhofdurchmesser von
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<18 mm als resistent, ein Hemmhofdurchmesser von > 18 mm als sensibel gewertet. Bei

Fosfomycin lag der Grenzwert entsprechend bei einem Hemmhofdurchmesser von = 30 mm.

Nachweis von DNase

Der Nachweis des Enzyms DNase erfolgte auf DNase-Testagar. Dieser wurde nach
Herstellerangaben angefertigt, zusitzlich wurden 0,1 g Toluidinblau pro Liter Agar zugesetzt.
Auf jeder DNase-Platte wurden bis zu vier Isolate getestet. Die Beimpfung mit Koloniematerial
erfolgte punktformig. Die Platten wurden bei 37 °C bebriitet. Die Auswertung erfolgte nach
24 und 72 h. Bei Vorhandensein des Enzyms DNase wird die im Nédhrboden enthaltene DNA
gespalten, und es kommt zu einer Farbverinderung um die beimpfte Stelle. Sowohl
Farbverinderungen in der Intensitéit des Blautons als auch eine Verfiarbung ins Gelbliche wurden

als positiv gewertet.

Proteolytische Reaktion

Die proteolytische Reaktion wurde nach DEVRIESE et al. (1994) auf Calcium-Caseinat-Agar
getestet. Bei Vorhandensein von proteolytischen Enzymen wird das im Néhrboden befindliche
Casein abgebaut, und das ansonsten triilbe Medium zeigt Aufhellungshofe. Die Platten wurden
mit jeweils vier Isolaten, eins pro Plattenviertel, strichformig beimpft. Nach 24 und 72 h wurden
die Durchmesser der Aufhellungshéfe um die Impfstriche gemessen. Als positiv wurden
Aufhellungszonen gewertet, die mindestens viermal so breit waren wie die Ausdehnung des

Koloniewachstums am Impfstrich.

Nachweis von B-Galactosidase, B-Glucuronidase und Pyrrolidonyl Aminopeptidase

Die Nachweise aller drei Enzyme erfolgten mittels Rosco-Diatabs. Die Durchfithrung und
Auswertung erfolgte gemidll den Angaben des Herstellers. In 0,25 ml physiologischer NaCl-
Losung wurde eine Suspension aus Koloniematerial mit einem Triibungsstandard von 4
McFarland oder hoher hergestellt. Dieser Suspension wurde jeweils ein Diatab zugegeben. Die
Bebriitung erfolgte bei 37 °C. Die Auswertung der B-Galactosidase und der B-Glucuronidase
erfolgte nach 24 h. Ein Farbumschlag von farblos nach gelb wurde dabei als positiv beurteilt. Die
Bebriitung der Pyrrolidonyl Aminopeptidase erfolgte fiir zwei Stunden. Es wurden dann jedem
Rohrchen drei Tropfen des Aminopeptidase Reagent zugegeben. Ein Farbumschlag nach rot

wurde als positiv beurteilt.

Die Gesamtheit der Reaktionen, die fiir die Differenzierung der novobiocin-sensiblen Isolate

durchgefiihrt wurden, und ihre Beurteilung gibt Tabelle 14 wieder.
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Tabelle 14: Ubersicht iiber die zur Differenzierung der novobiocin-sensiblen KNS untersuchten

Merkmale

Hemmbhofgrofie

Deferoxamin ' Fosfomycin' DNase ' Calcium-Caseinat' B-Gal? B-Gur’ PyrA >

S. chromogenes < 18 mm 2> 30 mm A% + v - v

(14%) (0%) ((26%)

S. epidermidis 218mm 24 -44 mm
(1%)  (0%) (1%)

S. haemolyticus < 18 mm < 30 mm - - - A% +

(1%) (29%) (98%)

S. hominis > 18 mm 0-25 mm - - - - -
0%) (1%) (5%)
S. hyicus < 18 mm =30 mm + + - + -
0%) (96%) (1%)
S. simulans < 18 mm > 30 mm - - v v v
(79%) (74%) (82%)
S. warneri <18 mm <30 mm - - - v -

0%) (67%) (1%)

" Angabe der Auswertungskriterien nach DEVRIESE et al. (1994)

* Prozentangaben der positiven Reaktionen nach ID 32 Staph, bioMérieux

v = variabel

B-Gal = B-Galactosidase, B-Gur = B-Glucuronidase, PyrA = Pyrrolidonyl Aminopeptidase

Bei diesen Parametern wurde bei einem Anteil positiver Reaktionen von < 10 % das Merkmal als negativ

(-), bei einem Anteil von =90 % positiver Befunde als positiv (+) gewertet.
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3.2.3.3.2 Differenzierung der novobiocin-resistenten KNS

Alle novobiocin-resistenten Isolate wurden auf ihr Oxidaseverhalten getestet. Hierbei zeigen
S. lentus und S. sciuri eine positive Reaktion, wahrend S. cohnii, S. saprophyticus und S. xylosus

ein negatives Oxidaseverhalten zeigen.

Verstoffwechslung verschiedener Zucker

In Anlehnung an WHITE et al. (1989) wurden die novobiocin-resistenten Isolate auf den Abbau
von Xylose, Arabinose, Saccharose und Mannose getestet. Dazu wurde jeweils eine frische
1 %ige Zuckerlosung auf der Basis von Purple Broth Base hergestellt. Es wurde die benétigte
Menge Zucker abgewogen und in sterilem Aqua dest. gelost. AnschlieBend wurde die Losung
steril filtriert und der Purple Broth Base zugegeben. Unmittelbar danach wurden die Réhrchen
mit Koloniematerial beimpft und fiir 72 h bei 37 °C inkubiert. Nach weiteren vier Tagen
Bebriitung bei 37 °C wurde das Ergebnis nochmals tiberpriift. Ein Umschlag von violett nach
gelb zeigte eine positive Reaktion an. Die urspriinglich vorgesehene Bebriitungsdauer von 24 h
erwies sich als nicht ausreichend, da zu diesem Zeitpunkt zahlreiche nicht eindeutige Ergebnisse

hinsichtlich des Farbumschlags vorlagen.

Verstoffwechslung von Raffinose

Bei positivem Oxidaseverhalten wurde zur Differenzierung zwischen Staphylococcus sciuri und
Staphylococcus lentus die Verstoffwechslung von Raffinose getestet. Hierzu wurden Rosco-
Diatabs verwendet, die Durchfithrung und Auswertung erfolgte nach Herstellerangaben. Ein
Umschlag von himbeerrot nach orange wurde als positive Reaktion beurteilt und fiihrte zum

Ergebnis S. lentus. Dagegen zeigt S. sciuri keine Verstoffwechslung von Raffinose.

Die Gesamtheit der Merkmale, die fiir die Differenzierung der novobiocin-resistenten Isolate

getestet wurden, gibt Tabelle 15 wieder.
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Tabelle 15: Ubersicht iiber die zur Differenzierung der novobiocin-resistenten KNS untersuchten

Merkmale

Xylose ' Arabinose > Saccharose ' Mannose ' Oxidase®> Raffinose '

S. cohnii - - - v -
(0%) (0%) (2%) (66%)
S. lentus + \% + + + +
(100%) (26%) (100%) (100%) (100%)
S. saprophyticus - - + - -
(0%) (0%) (96%) 2%)
S. sciuri v v + + + -
(16%) (60%) (95%) (99%) (0%)
S. xylosus v A% A% + -
(82%) (50%) (87%) (92%)

" Prozentangaben der positiven Reaktionen nach api®Staph, bioMérieux

* Prozentangaben der positiven Reaktionen nach ID 32 Staph, bioMérieux

Bei diesen Parametern wurde bei einem Anteil positiver Reaktionen von < 10 % das Merkmal als negativ
(-), bei einem Anteil von = 90 % positiver Befunde als positiv (+) gewertet.

’Angaben aus Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, Volume 2, 1986

v = variabel

3.2.34 Differenzierung mit dem api®Staph-System

Stichprobenartig wurde von den gewonnenen KNS-Isolaten eine weitere Differenzierung mit
dem api®Staph—System (bioMérieux) durchgefiihrt. Testdurchfiihrung und Auswertung erfolgten
dabei nach Angaben des Herstellers. Es wurden frische Subkulturen auf Standard-I-Blutagar
angelegt und fiir 24 (teilweise 48) h bei 37 °C bebriitet. Mit diesem frischen Koloniematerial
wurde in einer 6 ml Ampulle mit api®Staph—Medium eine 0,5 McFarland Keimsuspension

hergestellt. Mit dieser Keimsuspension wurden die Probenrohrchen eines Teststreifens unter



3. MATERIAL UND METHODEN 52

Vermeidung von Luftblasenbildung gefiillt. Die Testrohrchen der Arginindihydrolase (ADH)
und der Urease (URE) wurden zur Schaffung anaerober Verhiltnisse mit Paraffinol
iberschichtet. Der Teststreifen wurde in einer mit sterilem Aqua dest. hergestellten feuchten
Kammer fiir 24 h bei 37 °C bebriitet. Vor dem Ablesen der Teststreifen wurde dem Voges
Proskauer Testrohrchen je ein Tropfen der Reagenzien VP 1 und VP 2, der Alkalischen
Phosphatase je ein Tropfen ZYM A und ZYM B und der Nitrat-zu-Nitrit-Reaktion je ein Tropfen
NIT 1 und NIT 2 hinzugefiigt. Nach 10 min wurden die Reaktionen abgelesen. Die

computergestiitzte Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm Apilab (bioMérieux).

3.2.4 Konservierung der Isolate

Nach der Differenzierung der KNS-Isolate wurden diese in Lyophylisatform aufbewahrt. Hierzu
wurden frische Subkulturen angelegt und diese nach Bebriitung fiir 48 h bei 37 °C bei absoluter
Reinheit der Subkultur fiir den Lyophilisatvorgang verwendet. Eine Kolonie eines Isolates wurde
in 3 ml CASO-Bouillon iiberimpft und fiir 24 h bei 37 °C bebriitet. Bei vorhandener Triibung des
Rohrcheninhalts am nidchsten Tag wurde der Vorgang an einer Sterilbank fortgesetzt. Dort
wurden 700 pul der Bakteriensuspension und 700 pul Kilberserum in ein steriles
Lyophilisatgldschen, dessen Rand zuvor abgeflammt worden war, pipettiert. Ein ebenfalls
abgeflammter Gummistopfen wurde mit einer Pinzette lose als Verschluss auf das Glédschen
aufgelegt. In diesem Zustand wurden die Glédschen iiber Nacht bei — 80 °C eingefroren. Am
nichsten Tag wurden die tiefgefrorenen Glédschen in die Gefriertrocknungsanlage verbracht und
nach Herstelleranleitung lyophilisiert. Nach Abschluss des Vorgangs am darauf folgenden Tag

wurde jedes Glédschen fest mit einem Metallring verschlossen.

Zur Resuspendierung wurde einem Lyophilisat 1 ml CASO-Bouillon hinzugefiigt. Anschlieend
wurde der Glischeninhalt mit Hilfe eines Vortex vermischt und 10 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Danach wurde auf einer Blutagarplatte mit Askulinzusatz ein
Verdiinnungsausstrich angefertigt. Die Bebriitung erfolgte fiir 24 h bei 37 °C. Am nichsten Tag
wurde der Ausstrich auf Reinheit der Kolonien iiberpriift. Die Platten wurden dann fiir weitere

24 h bebriitet, wieder auf Reinheit iiberpriift und anschlieBend im Kiihlschrank aufbewahrt.
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3.2.5 Zytologische Untersuchung der Viertelgemelksproben

Die Bestimmung der somatischen Zellzahl wurde vom ,,Hessischen Verband fiir Leistungs- und
Qualitétspriifungen in der Tierzucht e.V.“, Alsfeld (Hessen), in seinem nach DIN EN ISO/IEC
17025:2005 akkreditierten Zentrallabor durchgefiihrt. Die Durchfithrung erfolgte nach
§ 64 LFGB, ASUL 01.01-1 1998-09: Ziahlung somatischer Zellen in Rohmilch
(fluoreszenzoptische  Zihlung). Am  Probenentnahmetag wurden 35-45 ml jeder
Viertelgemelksprobe in ein Probengefdl des HVL, das Bronopol zur Konservierung enthielt,
tiberfiihrt. Die Untersuchung durch den HVL erfolgte am nichsten Tag. Bei dem vom HVL
eingesetzten Gerit handelte es sich um ein Fossomatic 5000 Kombi 1 — Gerit. Das Prinzip dieser
Methode beruht auf der Anfiarbung der DNS im Zellkern der in der Milch enthaltenen
somatischen Zellen und der Erfassung dieser angefarbten Zellkern-DNA im
Fluoreszenzmikroskop. Die Erfassung erfolgt dabei iiber einen elektrischen Impuls, den eine im
UV-Licht fluoreszierende Zelle produziert. Es werden insgesamt 3,3 ul Milch ausgezihlt, und

der endgiiltige Wert wird als somatische Zellen je ml angegeben.

3.2.6 Durchfiihrung des Antibiotikasensitivititsverhaltens als Agardiffusionstest

Die Sensitivitit ausgewidhlter KNS-Isolate gegeniiber den in Trockenstellerpriparaten
enthaltenen Antibiotika wurde in Anlehnung an die Methode, wie sie in der DIN 58940,
Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern gegen Chemotherapeutika,
beschrieben ist, durchgefiihrt. Von jeder aus einem Betrieb isolierten KNS-Spezies wurden zehn
Prozent der Isolate, mindestens jedoch drei auf ihre Antibiotikasensitivitit getestet. Lagen nur
ein oder zwei Isolate einer KINS-Spezies aus einem Betrieb vor, wurden diese getestet. Die
Antibiotika Penicillin G, Cloxacillin, Streptomycin, Neomycin, Cefquinom, Cefapirin und
Cefazolin wurden anhand der in der Lila Liste 2006/2007 aufgefiihrten kommerziell erhiltlichen

Trockensteller ausgewdéhlt.

Die KNS-Isolate lagen zur Sensitivititspriifung in Lyophilisatform vor und wurden, wie unter
3.2.4 beschrieben, revitalisiert. Nach der DIN 58940, Teil 3, Anhang A.1. wurde aus 3 ml einer
gepufferten,  physiologischen = Kochsalzlosung  (PBS) eine 0,5 McFarland  triibe
Bakteriensuspension hergestellt. In Vorversuchen mit dem in Anhang B genannten
Kontrollstamm S. aureus ATCC 25923 zeigte sich, dass das Ausspateln von 0,05 ml der

vorgenannten Suspension zu dem in der DIN-Norm geforderten dicht stehenden
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Kolonienwachstum ohne Konfluierung der Kolonien fiihrte. Es wurden jeweils zwei Miiller-
Hinton-Agar-Platten mit 0,05 ml Suspension ausgespatelt und fiir 5 bis 15 min stehen gelassen,
damit das Kulturmedium einziehen konnte. Auf eine der Agarplatten wurden die Testplittchen
der Antibiotika Penicillin G, Streptomycin, Neomycin und Cloxacillin aufgebracht. Auf der
zweiten Agar-Platte wurden die Antibiotika Cefquinom, Cefapirin und Cefazolin getestet. Das
Aufbringen der Testplittchen erfolgte mit einem Dispenser. Die Bebriitung erfolgte bei 37 °C fiir
24 h. Die Auswertung erfolgte gemidfl den in Tabelle 16 angegebenen Kriterien. Dabei wurden

intermedidre Hemmhofdurchmesser als ,,resistent” bewertet.

Tabelle 16: Bewertungsschliissel fiir Hemmhofdurchmesser im Agardiffusionstest zur Resistenzpriifung

Wirkstoffmenge der

Antibiotika- sensibel resistent

Testplittchen HHD in mm HHD in mm Referenz

Penicillin G 6 pg (10 IE) >29 <28 DIN 58940; BgVV, 1998

Cloxacillin 5 pg > 16 <15 BgVV,1998

Streptomycin 25 pg >17 <14 AVID XII/97; BgVV, 1998
(15-16 interm.)

Neomycin 30 pg >17 <16 AVID XII/97; BgVV, 1998

Cefquinom 10 pg > 18 <17 AVID XII/97; BgVV, 1998

Cefapirin 30 ug > 18 <17 Intervet (NCCLS)

Cefazolin 30 pg >22 <19 DIN 58940; BgVV, 1998

(20-21 interm.)

HHD = Hemmhofdurchmesser

interm. = intermedidre Sensitivitét

AVID = Arbeitskreis Veterindrmedizinische Infektionsdiagnostik

BgVV = Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (ist aufgeteilt
worden)

NCCLS = National Committee for Clinical Laboratory Standards (USA)
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4 ERGEBNISSE

Von den 1.906 gewonnenen Viertelgemelksproben gingen 1.720 in die Endauswertung ein. Es
wurden nur solche Proben beriicksichtigt, bei denen sowohl ein eindeutiges mikrobiologisches

Ergebnis als auch ein somatischer Zellzahlwert ermittelt werden konnte.

4.1  Ergebnisse der zytologischen Untersuchung

Die somatischen Zellzahlwerte der Viertelgemelksproben lagen zu einem groflen Anteil unter
100.000 Z/ml. Bei den Betrieben, die im Probemonat ein Zellzahlmittel von < 200.000 Z/ml
(Gruppe I) aufwiesen, lagen zwischen 58,9 % und 84,5 % aller Viertel der einzelnen Betriebe
unter einem Zellzahlwert von 100.000 Z/ml. Die Viertelgemelksproben aus Betrieben mit einem
Zellzahlmittelwert von = 200.000 Z/ml (Gruppe II) im Probemonat lagen zwischen 43,3 % und
84,5 % unter diesem Wert. Bei Betrachtung aller Proben lagen 57,4 % unter einem Zellzahlwert
von 50.000 Z/ml, 70,9 % lagen unter 100.000 Z/ml, und 82,0 % lagen unter 200.000 Z/ml. Einen
Uberblick iiber die Verteilung der Zellzahlwerte aller Viertelgemelksproben gibt Abbildung 3.
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil der 1.720 gepriiften Viertelgemelksproben in den verschiedenen
Zellzahlklassen
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4.2  Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung

4.2.1 Ergebnisse der Untersuchung auf Mastitiserreger

Lediglich in 504 Proben von insgesamt 1.720 Proben konnte kein mikrobiologisches Wachstum
festgestellt werden. Bei 1.216 Proben zeigte sich mikrobiologisches Wachstum. Dabei waren die
Koloniewachstums-Intensititen von 1+ bis zu 3+ (vgl. Tabelle 12) bei allen Mastitiserregern
vertreten. Insgesamt wurden in 791 Viertelgemelksproben KNS nachgewiesen, dies entsprach
45,9 % aller Viertel. Bezogen auf die Tieranzahl waren 77,5 % der 480 in die Untersuchung
einbezogenen Kiihe auf mindestens einem Viertel KNS-positiv. Spezies der Gattungen
Micrococcus und Kocuria wurden in 128 (7,4 %) der Proben gefunden. S. aureus konnte aus
45 (2,6 %) Proben isoliert werden. In 304 (17,7 %) Proben wurden &dskulin-positive
Streptokokken und in 15 Proben (0,9 %) #askulin-negative Streptokokken gefunden.
Corynebakterien fanden sich in 239 (13,9 %) der Proben, E. coli in 13 (0,8 %) Proben, Spezies
der Gattung Klebsiella in 9 (0,5 %) Proben. Hefen wurden aus 41 (2,4 %) der Proben isoliert.
Spezies der Gattungen Pseudomonas und Proteus wurden in jeweils 6 (0,3 %) Proben
nachgewiesen. Dabei wurden teilweise Spezies verschiedener Mastitiserreger aus einer Probe
isoliert. Fanden sich mehr als drei verschiedene Spezies auf der Blutagarplatte einer
Viertelgemelksprobe, so wurde die Probe als potentiell kontaminiert gewertet und nicht in die
Auswertung einbezogen. Die Hiufigkeit, mit der Spezies oder Spezies eines Genus der

Mastitiserreger in den einzelnen Betrieben festgestellt wurden, ist in Tabelle 17 dargestellt.
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Aus Tabelle 17 ist zu entnehmen, dass KNS in Viertelgemelksproben aus allen Betrieben sehr
hiufig vorkamen, unabhiingig davon, wie hoch die mittlere Zellzahl der Anlieferungsmilch im
Probemonat war. Fast alle S. aureus-positiven Viertelgemelksproben stammten aus Betrieb 7,
der sich damit von dem in den iibrigen Betrieben festgestellten Erregerspektrum deutlich
unterschied. Die iiberwiegende Anzahl bakteriologisch positiver Befunde entfiel auf die Gruppen
der KNS, der idskulin-positiven Streptokokken und der Corynebakterien. In Proben aus den
Betrieben 11, 12, 13, 15 und 17 waren dariiber hinaus Spezies der Gattungen Micrococcus und
Kocuria hiufig vertreten. Beziiglich der Verteilung der einzelnen Mastitiserreger bzw.
Keimgruppen in Abhédngigkeit vom Zellzahlmittelwert in der Anlieferungsmilch im Probemonat
(<200.000 Z/ml bzw. = 200.000 Z/ml) ergaben sich nur geringe Unterschiede. Allerdings waren
in Betrieben mit Zellzahlen von < 200.000 Z/ml KNS hiufiger als in Betrieben mit hoheren
Zellzahlen, wihrend fiir die meisten anderen Keime bzw. Keimgruppen der umgekehrte Fall

hiufiger war (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Vergleich der Hiufigkeit verschiedener Keimgruppen in Viertelgemelksproben aus
Betrieben mit Zellzahlen in der Anlieferungsmilch von < 200.000 Z/ml bzw. von = 200.000 Z/ml
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Ein deutlicher Unterschied zeigte sich auch bei den dskulin-positiven Streptokokken, fiir die der
prozentuale Anteil positiver Viertel bei den Betrieben der Gruppe II mit 22,2 % mehr als doppelt
so hoch war wie der Anteil bei den Betrieben der Gruppe I (10,3 %).

4.2.2 Ergebnisse der Untersuchung und Differenzierung der KNS

Insgesamt wurden aus den 1.720 Viertelgemelksproben 909 KNS-Isolate gewonnen. Davon
reagierten 582 novobiocin-sensibel, novobiocin-resistent waren 327 Isolate. In der Gruppe der
novobiocin-sensiblen Isolate konnten 26 Isolate aufgrund ihres biochemischen Reaktionsmusters
nicht eindeutig differenziert werden, von den novobiocin-resistenten Isolaten konnten 9 nicht
differenziert werden. In der weiteren Auswertung wurden diese Isolate nicht beriicksichtigt, so
dass 556 novobiocin-sensible und 318 novobiocin-resistente Isolate blieben. Die Zuordnung

dieser Isolate zu den einzelnen KNS-Spezies zeigt Abbildung 5.

200 187
180 1 460

Anzahl der Isolate

dunkelgraue Sdulen = novobiocin-sensible Spezies

hellgraue Sédulen = novobiocin-resistente Spezies

Abbildung 5: Hiufigkeit des Nachweises verschiedener aus Viertelgemelksproben isolierten KNS-
Spezies (n = 874)
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Die Verteilung der einzelnen KNS-Spezies in den Betrieben lief keinen deutlichen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer bestimmten Spezies und dem Zellzahlmittelwert
der Anlieferungsmilch erkennen. Eine Aufstellung der absoluten Isolat-Anzahlen der KNS spp.

aus den einzelnen Betrieben zeigt Tabelle 18.
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4.2.3 Vergleich der Haltungsform (Laufstallhaltung bzw. Anbindehaltung) beziiglich des

Spektrums nachgewiesener KNS-Spezies

Wie aus Tabelle 19 hervorgeht, stammte die iiberwiegende Anzahl der Isolate von S. epidermidis
aus den Betrieben 9, 10 und 14. Diese drei Betriebe hielten ihre Tiere in Anbindehaltung. Eine
Gegeniiberstellung der Héaufigkeit der einzelnen KNS-Spezies in Betrieben mit Anbindehaltung
und Laufstallhaltung zeigt Tabelle 19.

Tabelle 19: Absoluter bzw. prozentualer Anteil KNS-positiver Viertel in Laufstallhaltungen und
Anbindehaltungen, differenziert nach KNS-Spezies

Anzahl (%) der in die Anzahl (%) der in die

Auswertung einbezogenen Auswertung einbezogenen

Viertelgemelksproben von Viertelgemelksproben von
KNS-Spezies

Tieren aus Laufstallhaltungen  Tieren aus Anbindehaltungen
(n=1.381) (n =339)
n (%) n (%)

S. chromogenes 152 (11,0) 8 2,4
S. epidermidis 40 (2,9) 105 (30,9)
S. haemolyticus 69 (5,0) 37 (10,9)
S. hominis 0 0) 5 (1,5
S. hyicus 6 0,4) 3 0,9)
S. simulans 31 2,2) 2 0,6)
S. warneri 63 4,6) 35 (10,3)
S. cohnii 49 3.,5) 15 4.4)
S. lentus 4 0,3) 0 (V)
S. saprophyticus 9 0,7) 12 (3,5)
S. sciuri 61 “4.,4) 1 0,3)
S. xylosus 152 (11,0) 30 (8,8)

S. epidermidis wurde stark {iberwiegend in Anbindehaltung festgestellt. Mit 30,9 %
(Anbindehaltung) verglichen mit 2,9 % (Laufstallhaltung) wurde S. epidermidis rund zehnmal
hiufiger in Anbindehaltungen als in Laufstallhaltungen nachgewiesen. Deutliche Unterschiede

zeigten sich auch bei S. chromogenes, der mit 11 % gegeniiber 2,4 % in Laufstallhaltungen ca.
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fiinffach haufiger gefunden wurde. S. haemolyticus und S. warneri waren mehr als doppelt so
hdufig in Anbindehaltungen als in Laufstallhaltungen zu finden. S. sciuri wurde mit 4,4 %

deutlich hiufiger in Laufstallhaltungen isoliert gegeniiber 0,3 % in Anbindehaltungen.

4.24 Vergleich zwischen Erstlaktierenden und ilteren Kiihen beziiglich KNS-

Vorkommenshiufigkeit

Von den 480 in die Untersuchung einbezogenen Tieren handelte es sich bei 114 Tieren um
Erstlaktierende, bei 366 Tieren um Kiihe ab der zweiten Laktation. Bei Erstlaktierenden wurden
KNS insgesamt hdufiger isoliert als bei Kiihen. Ebenfalls war auch oft mehr als ein Viertel
positiv, wihrend bei den Kiihen die Mehrzahl der Tiere auf nur einem Viertel positiv war. Die
prozentuale Verteilung ist in Tabelle 20 dargestellt. Erstlaktierende waren in nahezu allen Féllen

(92 %) positiv fir KNS.

Tabelle 20: Vergleich von Erstlaktierenden und Kiihen hinsichtlich der Hiaufigkeit positiver KNS-

Befunde, bezogen auf die Viertelanzahl pro Tier

Erstlaktierende (n = 114) Kiihe (n = 366)

% der Tiere mit KNS 92,1 72,9
% der Tiere mit KNS in einem Viertel 26,7 40,8
% der Tiere mit KNS in zwei Vierteln 21 29,2
% der Tiere mit KNS in drei Vierteln 30,5 20,6
% der Tiere mit KNS in vier Vierteln 21,9 94

4.3 Zusammenhinge zwischen KNS-Spezies und somatischer Zellzahl

Von den 874 differenzierten KNS-Isolaten stellten 427 Isolate den jeweils alleinigen Befund in
der jeweils zugrunde liegenden Viertelgemelksprobe dar. Bei diesen 427 KNS-Isolaten handelte
es sich um folgende Spezies (absolute Anzahl in Klammern):

S. chromogenes (n = 110), S. epidermidis (n = 70), S. haemolyticus (n = 31), S. hominis (n = 1),
S. hyicus (n =7), S. simulans (n = 15), S. warneri ( n = 36), S. cohnii (n = 11), S. lentus (n = 2),
S. saprophyticus (n =7), S. sciuri (n = 28), S. xylosus (n = 109).
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Fir die Priifung auf Zusammenhinge zwischen Auftreten einer KNS-Spezies und der

somatischen Zellzahl als Parameter fiir die Eutergesundheit wurden ausschlieBlich diese 427

KNS-Isolate betrachtet, da nur hier der Einfluss weiterer Mastitiserreger ausgeschlossen werden

konnte. In Tabelle 21 werden Zellzahlkategorien fiir Viertelgemelksproben in Verbindung mit

den aus ihnen isolierten KNS spp. dargestellt. Es zeigte sich, dass die Isolate der einzelnen KNS

spp- nicht gleichmiBig iiber alle Zellzahlkategorien verteilt waren. Weiterhin bestanden

Unterschiede zwischen den KNS-Spezies.

Tabelle 21: Vorkommen von KNS-Spezies in Viertelgemelksproben mit verschiedenen
Zellzahlkategorien

Zellzahl (x 1000/ml)
KNS-Spezies 0-<10 10-<25 25-<50 50-<75 75-<100 100-<200 200-<400 2400
S. chromogenes 5 7 10 11 11 32 24 10
(n=110) 4,5%) (6,4%) (9,1%) (10,0%) (10%) (29,1%) (24,0%) (9,1%)
S. epidermidis 13 12 12 9 6 8 6 4
(n=70) (18,6%) (17,1%) (17,1%) ((129%) (8,6%) (11,1%) (8,6%) (5,7%)
S. haemolyticus 5 10 6 2 1 4 1 2
(n=31) (16,1%) (32,3%) (19,4%) (6,5%) (3,2%) (12,9%) (3,2%) (6,5%)
S. hominis 0 0 0 1 0 0 0 0
n=1) (0%) (0%) (0%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%)
S. hyicus 0 0 1 0 0 2 2 2
n=7) (0%) 0%) (143%) (0%) (0%) (28,6%)  (28,6%) (28,6%)
S. simulans 2 1 4 0 1 4 1 2
n=15) (13,3%) (6,7%) (26,7%)  (0%) (6,7%)  (26,7%) (6,7%) (13,3%)
S. warneri 8 4 9 2 3 3 5 2
(n=36) (22,2%) (11,1%) (25,0%) (5,6%) (8,3%) (8,3%) (13,9%) (5,6%)
S. cohnii 2 5 2 1 0 0 1 0
n=11) (18,2%) (45,5%) (18,2%) (9,1%) (0%) (0%) (9,1%) (0%)
S. lentus 2 0 0 0 0 0 0 0
n=2) (100%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
S. saprophyticus 2 2 2 0 0 0 0 1
n=7) (28,6%) (28,6%) (28,6%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (14,3%)
S. sciuri 8 9 2 1 1 4 1 2
(n=28) (28,6%) (32,1%) (7,1%) (3.,6%) (3,6%) (14,3%) (3,6%) (7,1%)
S. xylosus 31 15 24 5 11 17 3 3
n=109) (28,4%) (13,8%) (22,0%) (4,6%) (10,1%) (15,6%) (2,8%) (2,8%)
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Aus Tabelle 21 geht hervor, dass Isolate von S. chromogenes und von S. hyicus vermehrt in
Vierteln mit einer Zellzahl von > 100.000 Z/ml gefunden wurden. Bei S. chromogenes waren es
62,2 % aller Isolate und bei S. hyicus 85,8 %. Um den moglichen Einfluss einer KNS-Gruppe
oder einzelner KNS-Spezies auf die somatische Zellzahl zu priifen, war es nétig, auch die
Zellzahlen aus Viertelgemelksproben zu betrachten, die kein mikrobiologisches Wachstum
aufwiesen. Abbildung 6 zeigt eine Gegeniiberstellung der Zellzahlen der 504
Viertelgemelksproben mit negativem mikrobiologischen Befund mit den 1.216 Proben mit

positivem mikrobiologischen Befund.

35

30 28 8 28.9 O% der Viertel mit negativem mikrobiologischen
c — ] Befund
-g B % der Viertel mit positivem mikrobiologischen
5 25 + Befund
a
N 20 4 18,9

17,1
E 15,7 15,8
[)
T 57 13.2 29
S
. o 9,1
% 10 O,0 76
o 59
O\ | ﬁ. - )
O T T
0-<10 10-<25 25-<50 50-<75 75-<100 100-<200  200-<400 > 400

Zellzahl (x1000/ml)

Abbildung 6: Vergleich der Verteilung der Zellzahlwerte in Viertelgemelksproben mit positivem

mikrobiologischen Befund bzw. mit negativem mikrobiologischen Befund

Es zeigte sich, dass bei Proben mit negativem mikrobiologischen Befund 87,5 % aller Proben
unter einem Zellzahlwert von 100.000 Z/ml lagen. Proben, die einen positiven
mikrobiologischen Befund aufwiesen — hier ohne Betrachtung der einzelnen Mastitiserreger und
deren Vorkommensintensitit — lagen zu 63,9 % unter 100.000 Z/ml. Bei den Vierteln mit iiber
400.000 Z/ml iiberwogen solche mit positivem mikrobiologischen Ergebnis (12,9 %) gegeniiber
mikrobiologisch negativen Vierteln (3,2 %). Betrachtet man Viertelgemelksproben, die einen
alleinigen Befund mit einer KNS-Spezies aufwiesen, so ergeben sich die in Tabelle 22

dargestellten prozentualen Anteile.
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Tabelle 22: Absolute Anzahlen von 1.216 Viertelgemelksproben mit positivem mikrobiologischen
Befund in verschiedenen Zellzahlkategorien und absoluter sowie prozentualer Anteil von 427 Proben, die

einen alleinigen KNS-Befund aufwiesen

Zellzahl (x 1000 Z/ml)

0-<10 10-<25 25-<50 50-<75 75-<100 100-<200 200-<400 =400
Alle
Viertelgemelksproben
mit
mikrobiologischem 191 230 192 93 72 170 111 157
Befund (n = 1.216)
Viertelgemelksproben
mit alleinigem KNS-
Befund 78 65 72 32 34 74 44 28
(n =427)
Relativer Anteil (%)

40,8 28,3 37,5 34,4 47,2 43,5 39,6 17,8

der KNS-Befunde

Die verschiedenen KNS-Spezies waren in unterschiedlichem AusmalBl mit erhohten Zellzahlen
assoziiert. Die unter Abbildung 7 und 8 zusammengefassten Netzdiagramme geben eine
Ubersicht iiber die einzelnen Spezies. Aus diesen Diagrammen geht jeweils hervor, ob eine
bestimmte KNS-Spezies eher mit niedrigen oder eher mit hoheren Zellzahlen assoziiert war bzw.

ob die Haufigkeit in allen Zellzahlklassen relativ dhnlich war.
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Abbildung 7: Zellzahlverhiltnisse der Viertel mit novobiocin-sensiblen KNS. Nicht dargestellt ist
S. hominis (n = 1). Die Speichen des Netzdiagramms geben die Hiufigkeit an, die fiir die betreffende
KNS-Spezies in der jeweiligen Zellzahlklasse ermittelt wurde. Die Eckpunkte geben die jeweilige
Zellzahlklasse x 1000 Z/ml an. Die genaue Grenzwertsetzung erfolgte dabei folgendermaBlen: 0-<10, 10-
<25, 25-<50, 50-<75, 75-<100, 100-<200, 200-<400 und > 400.
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Abbildung 8: Zellzahlverhiltnisse der Viertel mit novobiocin-resistenten KNS. Nicht dargestellt ist
S. lentus (n = 2). Die Speichen des Netzdiagramms geben die Hiufigkeit an, die fiir die betreffende KNS-
Spezies in der jeweiligen Zellzahlklasse ermittelt wurde. Die Eckpunkte geben die jeweilige
Zellzahlklasse x 1000 Z/ml an. Die genaue Grenzwertsetzung erfolgte dabei folgendermafen: 0-<10, 10-
<25, 25-<50, 50-<75, 75-<100, 100-<200, 200-<400 und = 400.

Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass Unterschiede zwischen den KNS-Spezies in Bezug
auf die Héufigkeit ihres Auftretens in verschiedenen Zellzahlkategorien fiir novobiocin-sensible
und novobiocin-resistente Spezies feststellbar waren. Die novobiocin-resistenten Isolate waren
zu einem iiberwiegenden Anteil mit einem Zellzahlbereich von < 100.000 Z/ml assoziiert. Die
Gruppe der novobiocin-sensiblen KNS kann wiederum in zwei Gruppen aufgeteilt werden. Zur
Gruppe, die wie die novobiocin-resistenten Isolate eher in Vierteln mit niedrigerer Zellzahl
vorkommen, gehorten S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis und S. warneri.
S. chromogenes und S. hyicus fanden sich dagegen vermehrt in Vierteln mit Zellzahlen von

>100.000 Z/ml. S. simulans konnte nicht eindeutig einer der Gruppen zugeordnet werden. Die
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zusammenfassende Abbildung 9 (A und B) verdeutlicht die Beziehungen der angefiihrten

Gruppen zu den Zellzahlen.

200-<400

100-<200

0-<10

0-<25

75-<100

B S. chromogenes (n=110) B S. epidermidis(n=70)
O S. haemolyticus (n=31) O S. hyicus (n=7)

O S. simulans (n=15) O S. warneri (n=36)
A)
200-<400
100-<200
75-<100

@ S. cohnii (n=11) B S. saprophyticus (n=7)

0S. sciuri (n=28) B S. xylosus (n=109)
B)

Abbildung 9: Zusammenfassende Darstellung des Zusammenhangs eines Nachweises novobiocin-
sensibler (A) bzw. novobiocin-resistenter (B) KNS und der Einstufung in eine bestimmte Zellzahlklasse.
Nicht dargestellt ist der novobiocin-sensible S. hominis (n = 1) bzw. der novobiocin-resistente S. lentus
(n = 2). Die Speichen des Netzdiagramms geben die Haufigkeit an, die fiir die betreffende KINS-Spezies
in der jeweiligen Zellzahlklasse ermittelt wurde. Die Eckpunkte geben die jeweilige Zellzahlklasse in

1000 Z/ml an.
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Vergleicht man das 25., 50. und 75. Perzentil der Zellzahlwerte der Viertel, in denen jeweils nur
eine KNS-Spezies nachgewiesen wurde, mit den nachgewiesenen KNS-Spezies, so zeigte sich
auch hier, dass S. chromogenes und S. hyicus mit hoheren Zellzahlwerten korrelierten als die

anderen KNS-Spezies. Die Perzentilwerte sind in Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: Vergleich des 25., 50. und 75. Perzentils der Zellzahlwerte von Viertelgemelksproben, die fiir

einzelne KNS-Spezies positiv waren

Perzentil der Zellzahl (x 1000/ml)

KNS-Spezies 25 50 75
S. chromogenes (n=110) 63 121 234
S. epidermidis (n=70) 13,5 46 111
S. haemolyticus (n= 31) 14 23 61
S. hominis (n=1) - - -
S. hyicus (n=7) 156 211 557
S. simulans (n=15) 29 86 180
S. warneri (n=36) 12,5 38,5 156,5
S. cohnii (n=11) 12 14 33
S. lentus (n=2) - - -
S. saprophyticus (n=7) 6 20 43
S. sciuri (n=28) 9 18,5 89,5
S. xylosus (n=109) 8 31 85

Aus Tabelle 23 geht hervor, dass bei S. chromogenes und S. hyicus 25 % der betroffenen Viertel
Zellzahlen von iber 200.000 Z/ml aufwiesen. Das 75ste Perzentil der Zellzahlwerte von
Viertelgemelksproben, in denen S. epidermidis, S. simulans und S. warneri nachgewiesen
worden waren, lag bei > 100.000 Z/ml. Alle novobiocin-resistenten Spezies lagen dagegen selbst

im 75sten Perzentil < 100.000 Z/ml.

Wie aus Abbildung 10 hervorgeht, erhohten die KNS im Durchschnitt die Zellzahl im 75.
Perzentil um das 2,8fache des Wertes, den die Viertelgemelksproben mit negativem
mikrobiologischen Befund aufwiesen. Im 90. Perzentil erhohte sich die Zellzahl in den Vierteln

mit KNS-Befund um das 2,3fache gegeniiber bakteriologisch negativen Proben. Betrachtet man



4. ERGEBNISSE

S. chromogenes allein, so lag die Zellzahl im 75. Perzentil um das 4,5fache hoher als bei Vierteln
ohne mikrobiologischen Befund. Gegeniiber der Zellzahl aller KNS-Spezies im Durchschnitt lag
S. chromogenes im 75. Perzentil um das 1,7fache hoher. Im 90. Perzentil lag der Zellzahlwert

von Eutervierteln mit S. chromogenes 2,8fach iiber dem von Vierteln ohne mikrobiologischen

Befund.
600 —— —¢— ZZ-Werte alle VGP (n = 1720)
500 +—— —m— ZZ-Werte alle VGP mit negativem
mikrobiologischen Befund (n = 504)
£ 400 | —~—ZZ-Werte alle VGP mit einer KNS- 404
g Spezies (n =427) 379
o
% 300 ZZ-Werte alle VGP mit positivem 309
= mikrobiologischen Befund (n = 1216)
S 34
2 500 | —¥—ZZ-Werte alle VGP mit
N S. chromogenes (n = 110)
0 LA ‘ ‘
P25 P50 P75 P90
Perzentile

Abbildung 10: Vergleich des 25., 50., 75. und 90. Perzentils der somatischen Zellzahlen von

Viertelgemelksproben mit verschiedenem mikrobiologischen Befund
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In der in Abbildung 10 verwendeten Skalierung werden durch KNS bedingte erhohte
Zellzahlwerte erst ab dem 75. Perzentil deutlich. Trigt man die Zellzahlen logarithmisch auf und
sortiert die Viertel nach ansteigender Zellzahl, so ergibt sich Abbildung 11. Die Steigung der
Regressionsgeraden betrdgt bei den Vierteln ohne mikrobiologischen Befund 0,61, bei den
Vierteln mit einer KNS-Spezies liegt sie bei 1,66. Dies kennzeichnet einen deutlichen Trend zu

hoheren Zellzahlen durch KNS.
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Viertel, sortiert nach Zellzahl

Abbildung 11: Vergleich der Zellzahlen in Viertelgemelksproben mit negativem mikrobiologischen
Befund (n=504) und der Viertelgemelksproben mit alleinigem Befund einer KNS-Spezies (n=427)

44  Keimdichte (Intensitiit) der KNS-Spezies in Viertelgemelksproben

Die Betrachtung der Vorkommensintensitit bei den KNS-Spezies zeigt, dass eine hohere
Intensitidt (= Koloniezahl in der Erstisolierung) mit einer Tendenz zu hoheren Zellzahlwerten
einhergeht. Die 427 ,alleinigen” KNS-Befunde in Viertelgemelksproben wurden nach der
Intensitdt, mit der die KNS-Spezies festgestellt worden waren, in vier Gruppen eingeteilt. Die
prozentuale Verteilung, mit der KNS mit unterschiedlichen Intensititen in Vierteln mit

verschiedener Zellzahl vorkamen, ist in Tabelle 24 dargestellt.
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Tabelle 24: Prozentuale Verteilung der Intensitéten in verschiedenen Zellzahlkategorien

Zellzahl (x1000/ml)

Intensitiit 0-<10  10-<25 25-<50 50-<75 75-<100 100-<200 200-<400 > 400
1+ (=90) 278 233 11 1Ll 67 7.8 11,1 5,6
2+ (=85) 259 235 212 24 82 10,6 5.9 2,4
3+ (=212) 132 108 189 75 94 21,7 108 75
4+  (n=40) 7,5 25 100 10 2,5 30,0 250 125

KNS waren insgesamt eher mit den Intensititen 3+ und 4+ als einziger mikrobiologischer
Befund in Viertelgemelksproben nachweisbar, als wenn ihre Intensitdt lediglich 1+ oder 2+
betrug. Werden die Daten fiir niedrige KNS-Intensitit (1+ und 2+) sowie fiir hohe KNS-
Intensitidt (3+ und 4+) jeweils gepoolt und diese zwei Teilgruppen mit Zellzahlwerten von
< 100.000 Z/ml bzw. = 100.000 Z/ml in Bezug gesetzt, so ergeben sich die in Tabelle 25
gezeigten Verhiltnisse. In Tabelle 26 ist diese Beziehung analog nur fiir S. chromogenes

dargestellt.

Tabelle 25: Intensitidt der gesamten KNS in Bezug zur Zellzahl

% der Viertel mit Zellzahlen von

Intensitit < 100.000 Z/ml =100.000 Z/ml
1+ / 2+ (n=175) 80,6 19,4
3+/4+ (n=252) 55,6 44 .4

Tabelle 26: Intensitét von S. chromogenes in Bezug zur Zellzahl

% der Viertel mit Zellzahlen von
Intensitiit <100.000 Z/ml 2100.000 Z/ml
1+/2+ (n=21) 61,9 38,1
3+/4+ (n=89) 34,8 65,2
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Bei den hoheren Intensititen (3+ und 4+) lag somit der prozentuale Anteil der Viertel mit
Zellzahlen = 100.000 Z/ml um das 2,3fache hoher als bei den Vierteln, die KNS in geringerer
Keimdichte (Intensitdt 1+ und 2+) enthielten. Wie aus Tabelle 25 und Tabelle 26 hervorgeht,
liegt S. chromogenes auch in Bezug auf diesen Aspekt tiber dem Durchschnitt aller KNS. Schon
bei relativ geringen Keimdichten (1+ und 2+) lagen Viertel, die S. chromogenes als alleinigen
Befund aufwiesen, doppelt so hidufig im Zellzahlbereich > 100.000 Z/ml, als fiir KNS insgesamt

festgestellt wurde.

4.5  Vergleich der vereinfachten biochemischen Differenzierung und der biochemischen

Differenzierung mittels api®Staph-System

In der Gruppe der novobiocin-sensiblen KNS wurde stichprobenartig ein Teil (n = 84) der Isolate
vergleichend mit dem api®Staph—System differenziert. Dabei stimmten 56 Ergebnisse mit dem
Differenzierungsergebnis der vereinfachten Differenzierung tiberein (d.h. das Ergebnis des Api
an erster Stelle war dieselbe Spezies, und die Identifizierung lag bei = 40 % Wahrscheinlichkeit).
Bei 28 Isolaten stimmte das Ergebnis nicht iiberein. Hierbei wiesen jedoch die api®Staph-
Ergebnisse die nach der vereinfachten biochemischen Differenzierung bestimmten KNS-Spezies
in zehn Fillen als zweitwahrscheinlichste Spezies auf. Es wurden grundsitzlich die Ergebnisse
der vereinfachten biochemischen Differenzierung in die Auswertung aufgenommen. Lediglich
im Betrieb 2 wurden 12 Isolate, die nach der vereinfachten Differenzierung als S. simulans
bestimmt worden wiren, aufgrund mehrfacher api®Staph—Ergebnisse letztendlich als
S. haemolyticus identifiziert. Alle diese 12 Isolate wiesen eine markante Koloniemorphologie in
orangener Pigmentierung und ein deutliches Hadmolyseverhalten auf. In der Gruppe der
novobiocin-resistenten KNS wurden 36 vergleichende Differenzierungen mit dem api®Staph-
System durchgefiihrt. Dabei zeigte das Ergebnis in 29 Fillen Ubereinstimmung, in sieben Fillen
Abweichung. Die Ubereinstimmung lag damit bei 80,6 %. Bei einem Isolat wurde im Api-
Ergebnis die im vereinfachten Schema differenzierte Art als am zweitwahrscheinlichsten
angegeben. Eine vergleichende Ubersicht iiber die novobiocin-sensiblen und die novobiocin-
resistenten KNS, ebenso iiber die einzelnen KNS-Spezies in den Wahrscheinlichkeitsbereichen

des api®Staph, zeigt Tabelle 27.



4. ERGEBNISSE 75

Tabelle 27: Ubersicht iiber Wahrscheinlichkeitsangaben zur Speziesidentifizierung des api®Staph-
Systems fiir die KNS, bei denen iibereinstimmende Identifizierung im vereinfachten biochemischen

Differenzierungssystem und dem api®Staph-System festgestellt wurde

Wabhrscheinlichkeitsbereich api®Staph in %

Anzahl der Apis 290-100 =80-<90 =>70-<80 =260-<70 =50-<60 =40-<50
Novobiocin-sensible Isolate 6 . 0 A A
(n=56)

Novobiocin-resistente Isolate 19 3 s 5 0 0
(n=29)

S. chromogenes (n=25) 10 8 6 0 0 1
S. epidermidis (n=6) 4 1 1 0 0 0
S. haemolyticus (n=11) 0 2 4 0 3 2
S. hyicus (n=11) 2 3 0 0 0 0
S. simulans (n=5) 3 0 1 0 0 1
S. warneri (n=4) 1 2 0 0 1 0
S. cohnii (n=3) 1 0 2 0 0 0
S. lentus (n=1) 1 0 0 0 0 0
S. saprophyticus (n=4) 1 1 1 1 0 0
S. sciuri (n=5) 2 2 1 0 0 0
S. xylosus (n=16) 14 0 1 1 0 0

Grundsitzlich war die Differenzierung und Identifizierung der novobiocin-resistenten Isolate
einfacher als die der novobiocin-sensiblen KNS. Unter den novobiocin-sensiblen KNS lieen
sich S. chromogenes und S. hyicus mit beiden Methoden am zuverlédssigsten differenzieren.
Dabei fiel auf, dass 84 % der isolierten S. chromogenes-Isolate eine positive DNasereaktion

zeigten.

4.6  Ergebnisse der Antibiotikasensitivitiitstests

Insgesamt wurden 283 KNS-Isolate auf ihr Resistenzverhalten gegeniiber den in Trockenstellern
enthaltenen Antibiotika Penicillin G, Streptomycin, Neomycin, Cloxacillin, Cefquinom,
Cefapirin und Cefazolin getestet. Von diesen 283 Isolaten zeigten 69 (24,4 %) eine Resistenz
gegeniiber Penicillin G, 21 (7,4 %) reagierten resistent gegeniiber Streptomycin, zwei (2,9 %)

Isolate verhielten sich gegeniiber Neomycin resistent. Ein Isolat, bei dem es sich um S. xylosus
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handelte, reagierte resistent gegeniiber Cloxacillin, wobei der Hemmhofdurchmesser genau bei
15 mm lag. Kein Isolat zeigte eine Resistenz gegeniiber den Cephalosporinen Cefquinom,
Cefapirin und Cefazolin, wobei nach der DIN 58940 ein gegeniiber Cloxacillin (in der DIN
selber ist nur Oxacillin angegeben) resistentes Verhalten gleichzeitig eine resistente Einordung
gegeniiber allen Cephalosporinen bedingt. Die Héiufigkeit von Resistenzen war nicht
gleichmiBig iiber die KNS-Spezies und auch nicht gleichmiBig iiber die einzelnen Betriebe
verteilt. Abbildung 12 zeigt die Hiufigkeit einer Resistenz gegeniiber Penicillin G fiir die

einzelnen KNS-Spezies.
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Abbildung 12: Penicillin G-Resistenz der KNS-Spezies. Nicht dargestellt sind S. hyicus (n=5) und

S. lentus (n=3), bei diesen beiden Spezies trat keine Resistenz gegeniiber Penicillin G auf.

Die phylogenetisch nah verwandten Spezies S. haemolyticus und S. warneri wiesen mit 47,2 %
und 47,1 % die hochsten Resistenzraten gegeniiber Penicillin G auf. Bei Betrachtung der
Resistenzhdufigkeit in Abhédngigkeit vom Ursprung der KNS (Betrieb) zeigte sich, dass hier
erhebliche Unterschiede existierten (Tabelle 28). Die Haufigkeit Penicillin G-resistenter KNS lag
je nach Betrieb zwischen 5,9 % und 43,8 %.
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Tabelle 28: Uberblick iiber die resistent reagierenden Isolate der Betriebe

Anzahl resistenter Isolate gegen

Betrieb n  Penicillin G Streptomycin Neomycin Cloxacillin Cephalosporine
2 14 2143 %) 1 0 1 0
3 12 3(25,0 %) 3 0 0 0
4 13 5(38,5 %) 0 0 0 0
5 15  3(20,0 %) 0 0 0 0
6 11 4364 %) 0 0 0 0
7 16  4(25,0%) 0 0 0 0
8 16  7(43,8 %) 0 0 0 0
9 24 5(20,8 %) 2 0 0 0
10 24 7(29,2 %) 0 0 0 0
11 17 1 (5,9 %) 0 0 0 0
12 18 3 (16,7 %) 1 0 0 0
13 17 5(29,4 %) 2 0 0 0
14 24 5(20,8 %) 2 0 0 0
15 23 7304 %) 7 0 0 0
16 22 3(13,6 %) 0 0 0 0
17 17 5294 %) 3 2 0 0

n = Anzahl der aus dem Betrieb getesteten KNS-Isolate

Die Isolate einer KNS-Spezies eines Betriebes reagierten jedoch nicht grundsitzlich gleich. Es
lieBen sich in mehreren Betrieben Beispiele finden, in denen das resistente Verhalten in einer
Spezies deutlicher hervortrat als in anderen. So reagierten im Betrieb 8 alle drei getesteten
S. haemolyticus- und S. warneri-Isolate resistent gegeniiber Penicillin G. Dasselbe Bild zeigte
sich beim Betrieb 10. Aus Betrieb 14 reagierten ebenfalls alle drei S. haemolyticus-Isolate
resistent. Aus Betrieb 15 wiesen die drei getesteten S. epidermidis-Isolate eine Resistenz sowohl
gegeniiber Penicillin G als auch gegeniiber Streptomycin auf. Im Betrieb 17 zeigten die drei
S. chromogenes-Isolate ein resistentes Verhalten gegeniiber Penicillin G, wobei zwei dieser

Isolate auch gegen Streptomycin resistent reagierten.
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5 DISKUSSION
5.1  Allgemein

Die Milchproduktion ist in Deutschland nach wie vor der wichtigste Erwerbszweig in der
Landwirtschaft. In den vergangenen Jahrzehnten haben weitreichende Verdnderungsprozesse
hinsichtlich der Betriebsanzahlen, der durchschnittlich gehaltenen Milchkiihe, der jdhrlichen
Milchleistung pro Kuh und der Bezahlung fiir die Anlieferungsmilch stattgefunden. Im Jahr 2003
lag die Herdendurchschnittsgroe aller deutschen Milchkuhhaltungen bei 36 Tieren (BMELV,
2005).

Die in dieser Studie untersuchten Herden wiesen Tierzahlen zwischen 34 und 279 Tieren auf.
Der Herdendurchschnitt dieser 16 Betriebe lag mit 84 Tieren in den Jahren 2005/2006 deutlich
tiber dem Bundesdurchschnitt. Dieser Unterschied ist dadurch bedingt, dass in dieser Studie
keine Herden mit weniger als 30 Tieren einbezogen worden waren. Auch die angegebenen
Jahresmilchleistungen lagen im Durchschnitt mit 8.800 kg iiber den von der ADR (2007)
beschriebenen 7.933 kg. Bei den beprobten Tieren handelte es sich fast ausschlieBlich um Kiihe
der Rasse Deutsche Holstein, wihrend in den Bundesdurchschnitt auch Tiere mit rassebedingter

niedrigerer Milchproduktion eingehen.

Diese Leistungen koénnen nur von gesunden Tieren erbracht werden. Obwohl der
Milchauszahlungspreis im September 2007 auf 38,4 Cent/kg gestiegen war (ANONYM, 2007b),
bedeutet jeder Milchverlust weiterhin einen Einkommensverlust fiir die betroffenen Landwirte.
Die Mastitis wird von einer Vielzahl von Autoren als die teuerste Erkrankung im gesamten
Milchviehsektor beschrieben. Darunter ist die subklinische Mastitis laut TOLLE (1977) der
dauerhafteste und am weitesten verbreitete Krankheitskomplex. Der Autor hielt ebenfalls fest,

dass es sich bei der Mastitis des Rindes um eine Faktorenerkrankung handelt.

In anderen Lindern wird den koagulase-negativen Staphylokokken mittlerweile grofle
Bedeutung im Zusammenhang mit subklinischer Mastitis zugesprochen, wie ein kiirzlich
erschienenes Sonderheft von ,,Veterinary Microbiology* demonstriert (DE VLIEGHER et al.,
2009). Fir Deutschland gibt es kaum Untersuchungen hierzu, insbesondere nicht bei

,INormalbetrieben‘* ohne kritische Situation in Bezug auf Mastitis.

Ziel dieser Arbeit war es, Viertelgemelksproben von ,.gesunden Kiihen, die aus typischen

mittelhessischen Milchviehhaltungen, jedoch mit moglichst niedriger durchschnittlicher
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Tankmilchzellzahl, stammten, auf Mastitiserreger im Allgemeinen und im Besonderen auf KNS
spp- zu untersuchen. Dies unter der Annahme, dass mogliche Effekte von KNS im Vergleich zu
eutergesunden Tieren vor allem in ,,guten* Zellzahl — Betrieben zu beobachten sein miissten, da
hier weniger Uberlagerung durch andere Mastitiskeime zu erwarten war. Zusitzlich zur
bakteriologischen Untersuchung wurde in jeder Viertelgemelksprobe die somatische Zellzahl
quantitativ bestimmt, um hier einen Zusammenhang zwischen positiven KNS-Befunden und der

Eutergesundheit ermitteln zu kdnnen.

5.2 Somatischer Zellgehalt in Viertelgemelksproben

Obwohl auch andere Parameter geeignet wéiren, eine Aussage iiber den Gesundheitszustand
eines Euters oder eines Euterviertels zu treffen, hat sich beim laktierenden Rind weltweit die
Betrachtung der somatischen Zellzahl als ausschlaggebendes Kriterium durchgesetzt. Auch in
der Verordnung (EG) 853/2004 wird die somatische Zellzahl als wesentliches Qualitéitskriterium
beibehalten. Es gilt fiir Anlieferungsmilch eine Grenze von 400.000 Z/ml. Milch, die im
geometrischen Mittel iiber drei Monate iiber diesem Wert liegt, darf nicht in Verkehr gebracht
werden. Dieser Wert ist jedoch primidr ein Kompromiss zwischen den Interessen der
Milcherzeuger und der Molkerei und hat nichts mit der Eutergesundheit des Einzeltieres
gemeinsam. Heute werden 100.000 Z/ml als allgemeiner ,,Grenzwert* zwischen ,,gesund* und
den ,,Normalbereich verlassend angesehen (DOGGWEILER und HESS, 1983; HAMANN,
1992). Die vorliegende Untersuchung bestitigt diese Einstufung. Von allen untersuchten
Viertelgemelksproben lagen 70,9 % unter dem Wert von 100.000 Z/ml. Insgesamt lagen aber
auch 57,4 % aller Werte unter 50.000 Z/ml. Dies deckt sich mit der Beobachtung von
DOGGWEILER und HESS (1983), die einen Zellgehalt von 20.000 Z/ml bei Erstlaktierenden in
der Schweiz als normal einstuften. Dies zeigt, dass eine subklinische Mastitis auch bereits bei
Werten von unter 100.000 Z/ml stattfinden kann und somit zu der von TOLLE (1977) und von
DE GRAAF und DWINGER (1996) beschriebenen Milchminderproduktion sowie
Beeintrichtigung der Milchzusammensetzung fithren kann. Die Grenze der rechtlichen
Bedeutung von 400.000 Z/ml liegt trotz bereits zuvor zu erwartender Milchgeldverluste

erheblich hoher.
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5.3  Mastitiserreger in Milch aus unauffilligen Eutervierteln

Da in der vorliegenden Untersuchung ausschlieflich Milchproben von Tieren genommen
wurden, die am Probetag reguldr als ,,gesund” gemolken wurden und somit keinerlei
Erkrankungsanzeichen aufwiesen, war es zu erwarten, dass die Befunde an ,,major pathogens*
gegeniiber den oftmals so genannten ,,minor pathogens* deutlich geringer sein wiirden. GREEN
etal. (2002) =zdhlten zur Gruppe der ,minor pathogens® lediglich die KNS sowie
Corynebacterium spp. So wurden in den untersuchten Proben auch in absteigender prozentualer
Haufigkeit folgende Mastitiserreger festgestellt: KNS, dskulin-positive  Streptokokken,
Corynebacterium spp., Micrococcus und Kocuria spp., S. aureus, Hefen, &skulin-negative
Streptokokken, E. coli, Klebsiella spp. und Pseudomonas und Proteus spp. Obwohl Sc. uberis
von GREEN et al. (2002) als ,major pathogen* eingestuft wurde, gehort dieser Erreger
gleichzeitig laut HAMANN und FEHLINGS (2002) zusammen mit den Enterokokken und
E. coli in die Gruppe der umweltassoziierten Mastitiserreger, die seit der erfolgreichen
Verdringung der kuhassoziierten Mastitiserreger eine immer groflere Bedeutung erlangen. Es ist
wichtig festzuhalten, dass, obwohl in sehr viel geringerer Anzahl, auch ,,major pathogens* aus
klinisch vollig unauffilligen Vierteln isoliert wurden, dabei waren die Zellzahlen jedoch
meistens sehr stark erhoht. Dies verdeutlicht, dass auch bei diesen als stirker pathogen
eingestuften FErregern nicht zwangsldufig bei Vorhandensein das Erkrankungsbild einer
klinischen Mastitis ausgeldst wird. Es kann zwar nicht ausgeschlossen werden, dass trotz aller
Bemiihungen um optimale Probennahme in einzelnen Fillen eine Sekundédrkontamination
stattfand; es erscheint jedoch dagegen unwahrscheinlich, dass hier jeweils der Beginn einer
Infektion erfasst wurde. Dies bestitigt die Einstufung der Mastitis als Faktorenerkrankung

(TOLLE et al., 1977).

5.4 KNS und KNS-Spezies in Viertelgemelksproben

Wihrend die Bedeutung von KNS in der Humanmedizin heute allgemein anerkannt ist
(ARCHER und CLIMO, 1994; HEIKENS et al., 2005), wird sie in der Veterinidrmedizin in
Bezug auf Mastitiserreger sehr kontrovers diskutiert. Einige aktuelle Arbeiten zeigen jedoch,
dass sich diese Einschidtzung zumindest in solchen Léndern dndert, in denen die ,klassischen*
Mastitiserreger (major pathogens) auch im Bereich der subklinischen Mastitis allméhlich

zuriickgedridngt wurden. Hier spielen KNS teilweise als klinische Mastitiserreger, iiberwiegend
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jedoch als subklinische Erreger eine immer bedeutendere Rolle, insbesondere bei der

Firsenmastitis (FOX, 2009).

Bei Sichtung der existierenden Literatur féllt auf, dass es kaum Studien aus dem
deutschsprachigen Raum zur heutigen Bedeutung von KNS in Milchviehbetrieben gibt. Ein
Vergleich der Ergebnisse iiber das prozentuale Auftreten einzelner KNS spp. in Milchproben
unter Verwendung élterer Literatur ist teilweise schwierig, da standig neue Spezies entdeckt und
benannt wurden (Tabelle 2). DEVRIESE et al. (1994) beschrieben KNS als Erreger, die weltweit
bei subklinischen Mastitiden isoliert wurden. Ebenso wie bei PITKALA et al. (2004) stellten die
KNS auch in der vorliegenden Untersuchung die am héufigsten isolierten Mastitiserreger dar.
Die vorliegende Studie bestitigt ebenfalls, dass die novobiocin-sensiblen KNS die dominierende
Gruppe in Viertelgemelksproben darstellen (DEVRIESE et al., 2002). Auch die Beschreibung
von DEVRIESE et al. (1994), dass S. xylosus die einzig bedeutsame KNS-Spezies in
Milchproben ist, kann bestitigt werden. Es ist allerdings zu beachten, dass die Mehrzahl der

S. xylosus-Isolate aus einem Betrieb stammte.

Auch ein Vergleich weltweiter Studien beziiglich der Vorkommenshaufigkeit von KNS gestaltet
sich schwierig, da oftmals verschiedene Grenzkriterien beziiglich der zu beachtenden KbE
benutzt wurden. Der Anteil der in dieser Studie ermittelten 45,9 % fiir KNS-positive Viertel
erscheint im Vergleich sehr hoch. GILLESPIE et al. (2009) beispielsweise fanden in einer
Untersuchung in den USA in 11,3 % der untersuchten Viertelgemelksproben (n = 12.412) KNS.
Fir 383 Isolate wurden weitere Untersuchungen zur Speziesidentifizierung durchgefiihrt. S.
chromogenes (48 %) iiberwog deutlich vor S. hyicus (26 %). Diese Autoren werteten jedoch nur
Proben mit > 5.000 KbE/ml aus, so dass hier bereits ein recht massiver Befall gegeben war. Mit
den eigenen Untersuchungen sind diese Daten daher nur bedingt vergleichbar, zeigen aber in
jedem Fall die groe Bedeutung von S. chromogenes. TENHAGEN et al. (2006) gaben in einer
anderen Untersuchung nur 9,1 % KNS-positive Befunde an, dabei wurden aber erst Infektionen
ab 1.000 KbE/ml erfasst, wihrend die vorliegende Arbeit bereits Infektionen ab 50 KbE/ml mit
einbezog. Die Gefahr, teilweise bloBe Kontaminationen mit in die Auswertung einbezogen zu
haben, ist zwar nicht vollig auszuschlieBen, steht aber der Abwigung gegeniiber, keine Aussage
iber die Wirkung von KNS in niedrigeren KbE-Bereichen treffen zu kénnen. Die Tabellen 3 und
4 machen deutlich, dass es beim Vergleich von prozentualen Vorkommenshaufigkeiten wichtig
ist, genau zu differenzieren, welche Untergruppen und welches Probenmaterial betrachtet
wurden. Die Tabelle 3 zeigt deutlich das weltweite hiufige Vorkommen von KNS in

Milchproben. SAMPIMON et al. (2007) stellten bei 14,1 % der Tiere mit klinischer Mastitis
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KNS als Erreger fest. Damit sollten die KNS nicht nur im Rahmen von Zellzahlerh6hungen und
subklinischer Mastitis betrachtet werden, sondern als ein ernstzunehmender Faktor innerhalb des
Krankheitskomplexes Mastitis. Die Pathogenitit der KNS-Spezies bleibt sicherlich weit hinter
der von S. aureus oder E. coli zuriick. Durch ihr hohes Vorkommen in den Milchkuhherden
Mittelhessens sind sie aber wichtige Erreger, die mit einiger Wahrscheinlichkeit zu einem
Mastitisgeschehen fithren, wenn sich die Immunititslage eines Tieres oder gesundheitsrelevante

Umweltfaktoren verschlechtern.

Da schon ein Vergleich der KNS als Gruppe schwierig ist, ist ein Vergleich der
Vorkommenshéufigkeit einzelner KNS-Spezies aus verschiedenen Studien noch kritischer zu
bewerten. Die Tabelle 4 spiegelt nochmals das deutliche Ubergewicht der novobiocin-sensiblen
KNS wider. Unter diesen dominieren in der angegebenen Literatur S. chromogenes und
S. simulans. Auch in der vorliegenden Studie dominiert S. chromogenes. An zweiter Stelle
kommt hier jedoch S. epidermidis. Der im Vergleich hohere Anteil konnte durch die drei
Betriebe mit Anbindehaltung bedingt sein, aus denen die Hauptanzahl der S. epidermidis-Isolate

stammte.

5.5 Einfluss von KNS auf die somatische Zellzahl

Die summarische Bezeichnung ,,KNS* wird bei der Betrachtung eines méglichen Einflusses auf
die somatische Zellzahl dem heutigen Wissensstand nicht mehr gerecht. Es ist moglich, wenn
teilweise auch aufwéndig oder mit Schwierigkeiten verbunden, die einzelnen Spezies zu
bestimmen, wobei sicherlich auch in der Taxonomie und der Nomenklatur in Zukunft noch
Anderungen zu erwarten sind. Ohne die einzelne KNS-Spezies zu betrachten, wird man
insbesondere bei der Féarsenmastitis keinen Fortschritt erreichen. Die vorliegende Arbeit zeigt
deutlich, dass es Unterschiede zwischen den KNS-Spezies beziiglich ihres Einflusses auf die
Zellzahl gibt. In diesem Zusammenhang féllt besonders S. chromogenes auf. Bereits
NICKERSON et al. (1995) stellten bei mit S. chromogenes infizierten Vierteln von
Erstlaktierende eine durchschnittliche Zellzahl von 168.000 Z/ml fest. Bei der nah verwandten
Spezies S. hyicus wurde ein Wert von 193.000 Z/ml ermittelt. Diese Beobachtungen decken sich
mit den vorliegenden Ergebnissen. Die Zellzahlerhhungen sind bei S. chromogenes nicht so
hoch wie bei S. hyicus, dafiir liberwiegt die Hiufigkeit des Auftretens von S. chromogenes
eindeutig. Zwar wird nach wie vor iiber eine Schutzwirkung, speziell von S. chromogenes, gegen

,major pathogens* spekuliert (MATTHEWS et al., 1990a), aber auch méBig erhohte Zellzahlen,
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bedingt durch S. chromogenes, sind heutzutage sehr relevant. Untersuchungen von SAMPIMON
et al. (2007) und von GILLESPIE et al. (2009) zeigten, dass ein erheblicher Teil aller klinischen

Mastitiden, die durch KNS ausgeldst wurden, auf S. chromogenes zuriickzufiihren sind.

In Zukunft wird auch der Frage, ab wann ein KNS-Nachweis als Infektion gelten soll, Bedeutung
zugemessen werden miissen. DEVRIESE und DE KEYSER (1980) zeigten, dass auch Keim-
Intensititen von 10 KbE/ml bereits einen Einfluss auf den Ausgang des CMT-Tests haben
konnen. Dennoch werden KNS oftmals erst ab 1.000 KbE/ml beriicksichtigt (BARKEMA et al.,
1998; TENHAGEN et al., 2006), d.h. 10 verdédchtige Kolonien bei einem 10 pl-Osenausstrich.
Wiire dies in der vorliegenden Arbeit der Grenzwert gewesen, hitte sich der prozentuale Wert fiir
KNS-positive Viertel stark dem von TENHAGEN et al. (2006) von 9,1 % angeniéhert. Es wiesen
insgesamt 21,6 % der Viertel mit KNS Werte iiber 200 KbE/ml auf. Dem steht jedoch
gegeniiber, dass nach Tabelle 24 fast ein Viertel der KNS, die allein mit einer Intensitit zwischen
50 und <100 KbE/ml aufgetreten waren, aus Vierteln stammten, die eine Zellzahl von
> 100.000 Z/ml aufwiesen. Bei KNS, die allein mit einer Intensitit von 100 bis < 200 KbE/ml
aufgetreten waren, lag dieser Wert bei 18,9 %. Der Grenzwert von 1.000 KbE/ml muss daher als
wahrscheinlich zu hoch angesehen werden. KNS sollten bei der Isolation aus
Viertelgemelksproben mindestens ab einem Wert von 200 KbE/ml beriicksichtigt werden. Dies
wiirde sie nach der Einteilung, die BARKEMA et al. (1998) wihlten, auf eine Stufe mit den

Umweltpathogenen E. coli und Streptococcus spp. (auler Sc. agalactiae) stellen.

5.6  Differenzierungsmethoden fiir KNS

Aufgrund der groBen Ahnlichkeiten in der Koloniemorphologie und den eng verwandten
biochemischen Reaktionsmustern gestaltet sich die Differenzierung der einzelnen aus
Viertelgemelksproben zu isolierenden KNS spp. schwierig (DEVRIESE et al., 2002). Selbst auf
Gattungsebene ist die Abgrenzung zu den Gattungen Micrococcus und Kocuria
koloniemorphologisch kaum zu treffen. Besonders Kocuria kristinae wird hidufig mit
Staphylokokken verwechselt (KLOOS und WOLFSHOHL, 1982). Es sollte daher auch in der
Praxis wenigstens der Versuch einer Abgrenzung zwischen diesen Gattungen durchgefiihrt
werden. Da die Mastitiserregerdiagnostik moglichst preisgiinstig durchgefiithrt werden muss,
wiirde sich hier die Verwendung des Oxidasetests anbieten (Tabelle 5), auch wenn S. sciuri und
S. lentus ebenfalls oxidase-positiv reagieren. Die Tabelle 6 zeigt, dass verschiedene Autoren

versucht haben, verldssliche verkiirzte Schemata zur Differenzierung von KNS zu erstellen. Wie
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bei dem in dieser Studie verwandten Schema von DEVRIESE et al. (1994) diirfte auch bei den
anderen in Tabelle 6 genannten Reaktionskombinationen die Falschidentifizierung das grofte
Problem bleiben. Aus diesem Grund wurden in dieser Studie auch weitere Tests zur
Speziesidentifizierung herangezogen. Fiir die Arbeit in einem Routinelabor diirfte keines der
vorgeschlagenen Schemata in einer kosteneffizienten Weise durchfiihrbar sein. Auch die
Verwendung kommerzieller Testsysteme wird aus Kostengriinden, ebenso wie die sicherlich in
die Zukunft weisende Identifizierung mittels PCR, nicht praxistauglich sein. Dabei bietet auch
die Verwendung von kommerziellen Testsystemen, wie Tabelle 7 und die Ergebnisse dieser
Studie zeigen, keine hundertprozentige Sicherheit im Hinblick auf eine korrekte
Speziesidentifizierung. Aus der vorliegenden Arbeit geht deutlich hervor, dass den KNS
S. chromogenes und S. hyicus in Bezug auf die Erhohung der Zellzahl besondere Beachtung zu
schenken ist. Da beide Spezies zu einem groBen Anteil DNase-positiv sind, kdnnte es eventuell
auch in Routinelabors sinnvoll werden, bei der Diagnose KNS einen DNase-Test durchzufiihren,
da die durch diese Spezies bedingten Zellzahlerhohungen bei Betrieben an der Grenze zur S-
Klasse oder zur Ablieferungssperre bei gehiduftem Auftreten Bedeutung erlangen konnten. Der
breitere Einsatz molekularbiologischer Verfahren verbietet sich momentan allein schon aus
Kostengriinden. Zudem miissten fiir diese Methodik noch Widerspriiche zur biochemischen
Differenzierung gekldrt werden, und schlieflich miissten praktikable Zielsegmente etabliert

werden.

5.7  Wirksamkeit handelsiiblicher Trockenstellerpriparate und Resistenzsituation der

KNS

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass die auf dem deutschen Markt handelsiiblichen
Trockenstellerpriparate gegen KNS-Infektionen in der Trockenstehphase wirksam sein sollten.
Bei allen in vitro Tests ist jedoch immer zu bedenken, dass die Wirksamkeit in vivo auch durch
andere Faktoren beeinflusst wird (SOL et al.,, 1994). Trotzdem bleibt die
Empfindlichkeitspriifung von Erregern ein wichtiger Schritt, um das wirksamste Antibiotikum in
einem Mastitisfall zu bestimmen (LUTHJE und SCHWARZ, 2006; SAMPIMON et al., 2007).
Die bedeutendsten Resistenzraten wiesen KNS gegen Penicillin G auf. In der Literatur finden
sich Angaben zwischen 11,5 % (JARP, 1991) und 37,4 % (SAMPIMON et al., 2007). Zu
beachten ist bei solchen Vergleichen, dass die Proben oftmals in verschiedenen Lindern,
manchmal Kontinenten genommen und untersucht wurden und die beprobten Tiere oftmals einen

vollig verschiedenen Gesundheitszustand des Euters aufwiesen. Dennoch fiigt sich die in dieser
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Studie ermittelte durchschnittliche Resistenzrate gegeniiber Penicillin G von 24,4 % in die
weltweit erhobenen Ergebnisse ein. In der Literatur finden sich ebenfalls hohere Resistenzraten
fiir S. haemolyticus, wie sie auch in dieser Studie festgestellt wurden (JARP, 1991; SAMPIMON
et al., 2007). Weiterhin scheint auch die Resistenz gegeniiber Oxacillin / Cloxacillin
zuzunehmen. Die Ausbreitung des mecA-Gens innerhalb der KNS verdient eine erhohte
Beachtung, da in deutschen Milchviehherden vielfach Trockensteller mit dem Wirkstoff
Cloxacillin zum Einsatz kommen (TENHAGEN et al., 2006). In dieser Studie konnte allerdings
keine Resistenz gegen Cloxacillin nachgewiesen werden; allerdings hat sich auch keine
Resistenz von S. sciuri gegeniiber Cloxacillin ergeben, wie von DEVRIESE et al. (2002) als
intrinsisch vorhanden beschrieben wurde. Generell zeigten neuere Untersuchungen, dass auch
bei Antibiotikaresistenzen stirker als bisher bei den KNS die individuelle Spezies beriicksichtigt
werden muss (SAWANT et al, 2009), dass aber KNS grundsitzlich hohere
Antibiotikaresistenzen aufweisen als S. aureus (TAPONEN und PYORALA, 20009).

5.8  Schlussfolgerungen

KNS wurden aus Viertelgemelksproben von Kiihen aus mittelhessischen Betrieben im Vergleich
mit anderen Mastitiserregern am haufigsten isoliert, jedoch mit stark schwankender Intensitét. Im
Sinne einer besseren Vergleichbarkeit von Untersuchungen wire es wiinschenswert, einen
einheitlichen Grenzwert fiir die Unterscheidung zwischen Infektion und Kontamination
festzulegen. Dieser Wert konnte bei 200 KbE/ml liegen. Damit wiirde sich die Haufigkeit von
KNS-Befunden drastisch erhdhen, aber die Vorteile wiren im Bereich der subklinischen Mastitis

stark liberwiegend, da bei méBigen Zellzahlerhohungen hiufiger eine Diagnose stellbar wiire.

Hinsichtlich der identifizierten KNS-Spezies kommt S. chromogenes, wie auch in der Literatur
beschrieben, die groBite Bedeutung zu. Gemil der Erkenntnis, dass es sich bei der Mastitis des
Rindes um eine Faktorenerkrankung handelt, ist die Auswirkung einer Infektion mit KNS sicher
nicht immer gleich, der negative Einfluss auf die somatische Zellzahl wird jedoch in dieser wie

auch in anderen Studien eindeutig belegt.

Die Empfindlichkeit von KNS gegeniiber den antibiotischen  Wirkstoffen in
Trockenstellerpriparaten ist generell gut. Die Resistenzrate von KNS gegeniiber Penicillin G
liegt in einem Bereich, wie er auch in anderen Léandern festgestellt wurde. In der Zukunft sollte

die Penicillinresistenz ebenso wie die Resistenzentwicklung von KNS gegeniiber dem
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synthetischen Penicillin Cloxacillin verfolgt werden, da die meisten Kiihe mit Priparaten, die

Cloxacillin enthalten, trockengestellt werden.

Die Differenzierung von KNS-Spezies ist weiterhin schwierig, da sie entweder mit einem hohen
Arbeitsaufwand oder einer groBen Ungenauigkeit einhergeht. Auch ein hoherer Kosteneinsatz
durch Verwendung kommerzieller Testkits 16st dieses Problem nicht zufriedenstellend. Um
weitere Erkenntnisse iiber die Bedeutung von KNS gewinnen zu konnen und auch eventuell eine
Speziesidentifizierung in der Routinediagnostik moglich zu machen, wiren weitere Studien zur
praktikablen kostengiinstigen Differenzierung wiinschenswert. Im Hinblick auf einen der
wichtigsten KNS im Zusammenhang mit subklinischer Mastitis, S. chromogenes, scheint der

Nachweis von DNase vielversprechend zu sein.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Vorkommenshiufigkeit einzelner Spezies koagulase-
negativer Staphylokokken (KNS), ihr moglicher Einfluss auf die somatische Zellzahl als
Parameter fiir die Eutergesundheit und ihre Resistenz gegeniiber in Trockenstellerpriparaten
enthaltenen Antibiotika untersucht. Es wurden jeweils 30 Milchkiihe aus 16 mittelhessischen
Landwirtschaftsbetrieben einmalig auf Viertelgemelksebene beprobt. Von den Probebetrieben
hielten 13 Betriebe ihre Kiihe in Laufstallhaltungen, in drei Betrieben standen die Kiihe in
Anbindehaltung. Die Probenentnahme erstreckte sich auf die Zeitrdume Juni bis Oktober 2005
und Mirz bis Juli 2006. In den Probemonaten lagen sechs der Betriebe im mittleren Zellzahlwert
der Anlieferungsmilch < 200.000 Z/ml Milch (Gruppe 1), zehn Betriebe lagen = 200.000 Z/ml

(Gruppe II). Von den genommenen Viertelgemelksproben gingen 1.720 in die Auswertung ein.

Die Ermittlung der somatischen Zellzahlen zeigte, dass 57,4 % aller Viertel einen Wert unter
50.000 Z/ml aufwiesen, 70,9 % aller Viertel lagen unter 100.000 Z/ml. In der Kategorie
zwischen 100.000 und < 200.000 Z/ml lagen 11,1 %, weitere 7,9 % aller Viertelgemelksproben
wiesen einen Wert zwischen 200.000 und < 400.000 Z/ml auf. Bei 10,1 % aller Proben wurde

ein Wert von = 400.000 Z/ml gemessen.

Die am héufigsten nachweisbaren Mikroorganismen waren KNS, die aus 45,9 % aller
Viertelgemelksproben isoliert werden konnten. Dabei wurde ein KNS-Befund > 50 KbE/ml als
positiv gewertet. Askulin-positive Streptokokken wurden in 17,7 % aller Proben nachgewiesen,
Spezies der Gattung Coryneforme in 13,9 %, Spezies der Gattungen Micrococcus und Kocuria in
7,4 %, und Hefen wurden aus 6,3 % der Proben isoliert. Staphylococcus aureus, dskulin-negative

Streptokokken, E. coli, Klebsiella spp. und Proteus spp. traten nur in vereinzelten Proben auf.

Die Differenzierung der einzelnen KNS-Spezies erfolgte in Anlehnung an das
Differenzierungsschema nach DEVRIESE et al. (1994). Zusitzlich wurden stichprobenartige
,Zweitdifferenzierungen mit dem api®Staph-System durchgefiihrt. Die Ubereinstimmung der
Differenzierungsergebnisse lag bei den novobiocin-resistenten KNS-Spezies bei 80,6 % und bei
den novobiocin-sensiblen KNS-Spezies bei 66,6 %. Dabei lagen die Isolate, die im vereinfachten
Differenzierungsschema eindeutig identifiziert werden konnten, auch beim api®Staph in hohen

Wahrscheinlichkeitsbereichen.
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Die am hiufigsten isolierten KNS-Spezies waren S. xylosus (n = 187), S. chromogenes (n = 160),
S. epidermidis (n = 144), S. haemolyticus (n = 106) und S. warneri (n = 98). Weiterhin wurden
S. sciuri (n = 62), S. cohnii (n = 44), S. simulans (n = 33), S. saprophyticus (n = 21), S. hyicus
(n=10), S. hominis (n = 5) und S. lentus (n = 4) isoliert. Dabei wurde kein Unterschied zwischen
den auftretenden Spezies bei Betriebsgruppe 1 oder II festgestellt. Auffallend war das deutlich
hohere Vorkommen von S. epidermidis mit 30,9 % positiver Viertel in den Anbindehaltungen
gegeniiber 2,9 % in den Laufstallhaltungen und das geringere Vorkommen von S. chromogenes
mit 2,4 % in den Anbindehaltungen und 11 % in den Laufstallhaltungen. Weiterhin fiel auf, dass
Erstlaktierende im Vergleich mit Milchkiihen ab der zweiten Laktation hdufiger mit KNS

infiziert waren und im Vergleich auch mehr Viertel eines Tieres betroffen waren.

Der Einfluss der KNS auf die somatische Zellzahl war bei summarischer Betrachtung nur maBig.
Die Zellzahlen der mit KNS infizierten Viertel lagen jedoch deutlich hoher, zumeist doppelt so
hoch wie die Zellzahlwerte nicht infizierter Viertel. Der deutlichste Einfluss auf die somatische
Zellzahl wurde fiir S. chromogenes festgestellt. Von den Viertelgemelksproben, aus denen
S. chromogenes als einziger Befund isoliert wurde, lagen 62,2 % bei einem Zellzahlwert
2> 100.000 Z/ml, immerhin 33,1 % der Viertel lagen = 200.000 Z/ml. Auch S. hyicus zeigte einen
deutlichen Einfluss auf die somatische Zellzahl, trat im Vergleich zu S. chromogenes aber sehr
viel seltener auf. Der Einfluss der KNS auf die somatische Zellzahl nahm mit ansteigender
Vorkommensintensitdt (50 KbE/ml bis iiber 200 KbE/ml) bei den meisten Spezies zu, hier

wiederum besonders bei S. chromogenes.

Die Ergebnisse des mit ausgewdihlten Isolaten durchgefiihrten Resistenztests zeigten, dass alle
auf dem deutschen Markt erhéltlichen Trockenstellerpriparate gegen KNS wirksam sein sollten.
Von den Isolaten wiesen insgesamt 24,4 % eine Resistenz gegen Penicillin G auf, 7,4 %
verhielten sich resistent gegen Streptomycin. Die Isolate von S. haemolyticus und S. warneri
zeigten mit 47,2 % bzw. 47,1 % die hochsten speziesspezifischen Resistenzraten gegeniiber

Penicillin G.
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7 SUMMARY

In the present study the prevalence of coagulase-negative staphylococcal (CNS) species, their
possible impact on somatic cell counts as a parameter for udder health, and their antimicrobial
susceptibility towards antibiotics used in dry cow therapy was studied. Quarter milk samples
were taken once from 30 cows, including first lactation cows, from 16 farms in the region of
Central Hesse. Of the 16 farms, 13 kept their animals in freestall barnes, while on three farms the
cows were tied up. The samples were taken in two periods, June - October 2005 and March -
July 2006. Bulk milk tank somatic cell counts were < 200,000 cells/ml in six farms (group I) and
= 200,000 cells/ml in ten farms (group II) in the relevant months of sample collection. From all

quarter milk samples taken a total of 1,720 were used for further study.

The somatic cell counts revealed that 57.4 % of all quarters had a value of under 50,000 cells/ml,
70.9 % of all quarters stayed under 100,000 cells/ml. In the category between 100,000 and
< 200,000 cells/ml 11.1 % of the quarters were found and 7.9 % showed a value between
200,000 and < 400,000 cells/ml. In 10.1 % of all samples the somatic cell count was
> 400,000 cells/ml.

CNS were the most frequently found bacteria, with 45.9 % of all quarter milk samples having a
positive result for CNS. A sample was scored CNS-positive when > 50 cfu/ml were found.
Aesculin-positive streptococci were identified in 17.7 % of all samples, species of the genus
Corynebacterium were found in 13.9 %, species of the genera Micrococcus and Kocuria in
7.4 % and yeasts were isolated from 6.3 % of the samples. Other bacteria identified were

Staphylococcus aureus, aesculin-negative streptococci, E. coli, Klebsiella spp., and Proteus spp.

CNS species were identified according to the scheme of DEVRIESE et al. (1994). Additionally,
selected isolates were identified using the api®Staph—system. For novobiocin-resistant CNS both
systems showed 80.6 % agreement, for novobiocin-sensitive CNS both systems had 66.6 %
agreement. The isolates which were clearly identified in the DEVRIESE scheme were also

identified with high percentage of plausibility by the api®Staph-system.

The CNS species which were most frequently identified were S. xylosus (n = 187),
S. chromogenes (n = 160), S. epidermidis (n = 144), S. haemolyticus (n = 106) and S. warneri
(n = 98). Furthermore S. sciuri (n = 62), S. cohnii (n = 44), S. simulans (n = 33), S. saprophyticus
(n =21), S. hyicus (n = 10), S. hominis (n = 5), and S. lentus (n = 4) were identified. There was
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no difference between the farms of group I and II concerning the isolated CNS species. It was
noticeable that S. epidermidis was isolated from 30.9 % of the milk samples from farms on
which the cows were kept tied up compared with 2.9 % in the freestall barnes. In contrast
S. chromogenes was isolated from only 2.4 % of quarters of cows from tied pens, but from 11 %
of cows from freestall barnes. Furthermore, first-calf lactating cows were more often infected

with CNS compared with older cows, and more often had more than one quarter infected.

The impact of CNS infection on the somatic cell counts was moderate. However, the somatic cell
counts of the quarters which were infected with CNS were higher, often twice as high as the cell
counts determined for non-infected quarters. The strongest influence on somatic cell counts was
found for S. chromogenes. If only S. chromogenes was present in a sample 62.2 % of all samples
had somatic cell counts of = 100,000 cells/ml, and 33.1 % had somatic cell counts of
2> 200,000 cells/ml. S. hyicus also had a distinct impact on the somatic cell counts, but compared
to S. chromogenes it was rarely found in milk samples. With increasing intensity of the CNS
(50 cfu/ml to over 200 cfu/ml), the impact on the somatic cell counts increased for most species,

especially for S. chromogenes.

The results of the antimicrobial susceptibility tests showed that all antibiotic drugs used in dry
cow therapy, available on the German market, should be useful against CNS. Resistance against
penicillin G was found to be 24.4 % of all CNS isolates, 7.4 % were resistant against
streptomycin. Isolates of S. haemolyticus and S. warneri were most frequently resistant towards

penicillin G, with percentages of resistant isolates of approximately 47 %.
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9. ANHANG

9 ANHANG

Darstellung der Detailergebnisse der mikrobiologischen und zytologischen Untersuchung

KNS-

B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. Kl. Ps. Co. He. Pr.
2 1 1 34 1

2 1 2 9 1

2 1 3 7 1

2 1 4 13 1
T
2 2 2 14 ha 3

2 2 3 19 ha 3

2 2 4 10 ha 3

2 3 1 3 1

2 3 2 7 wa/xy 22

2 3 4 309 ch 4
2 4 1 8 1 ha

2 4 2 126 1 Xy

2 4 3 13 1 1

2 4 4 194 1 xy 3
2 5 1 6 1

2 5 2 2 1

2 5 3 7 1

2 5 4 5 1

2 6 1 13 ha 2
2 6 2 130 ch 3

2 6 4 107 sa/xy 32

2 7 1 257 1

2 7 3 436 1

2 7 4 8 ha 3 1

2 8 1 3 1

2 8 2 6 1

2 8 3 8 1

2 9 1 187 1
2 9 2 159 1
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9. ANHANG

KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl Ps.

Co. He. Pr.

spp-

Z7Z Kal. kw.

706
42

B. Kuh V.

17
28

10
10
10

25

252
35
228

11
11
11
11

192

12
12
12
12
13
13
13
13

ch

ch

82
11

ch

Xy

166
157

ha
si/ch

14
14
14
14
15
15
15
15

22
32
33

ha/ ni
ha/si

ch

43

ch
ch

63

41

Xy

16
16
16
16
17
17

Xy

107
710

447

18
18

679
24

Xy

19
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. Kl. Ps. Co. He. Pr.

2 20 1 8 1

2 20 2 4 1

2 20 3 4 1

2 20 4 6 1

2 21 1 11 1 1

2 21 2 147 1 ch 3

2 21 3 27 1 1

2 21 4 275 1 ch 3

2 22 1 11 1 ha/si 33

2 22 2 3 1 ha/xy 32

2 22 3 5 1 ha/si 32

2 22 4 97 1 Xy 3
I

2 23 2 16 1

2 23 3 12 ha/si 22
e

2 24 1 2 1

24 2 5 1

2 24 3 3 1
I

2 25 1 75 1 1

2 25 2 40 Xy 2

2 25 3 4876 1

2 25 4 6294 1

2 260 1 63 1

2 26 2 206 wa 2
e

2 26 4 22 1

2 27 1 27 Xy 3

2 27 2 8 1

2 27 3 9 1

2 27 4 38 Xy 3

28 4 296 ha/xy 21 1
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9. ANHANG

KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl Ps.

Co. He. Pr.

77 Kal. kw. spp.

B. Kuh V.

217
41

21

ni/ch

27

71

11

ha/ch

12

si
si/ch

21

58
63

Xy

14
11
83

ch

1 1874

4

129
41

21

ha/ch

52

3 1018

5

78
69

21

ni/ si

102

ch

166

30
47

19
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KI. Ps.

Pr.

Co. He.

spp-

77 Kal. k.w.

24
124

B. Kuh V.

146
205

10
10
10

ch

ch

32

11

ch
ch

100
83
23

12
12
12

10

13
13
13
13

Xy
ha/ch

12

26

Xy

165
90

14

65

14
14
15
15
15
15
16
16
16
16
17
17
17
17
18

114

17
31

Xy

2997

3

12
47

ch
ch
ch

12
18
11

129
4920

3
4

ch

1141
88
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.

3 18 4 10 1 ch 3

320 2 4034 1
320 3 21 sc 2
320 4 14 1
e
321 2 198 1
321 3 122 1
3 21 4 14 1
322 1 430 1
322 2 116 1
322 3 226 1
322 4 247 1

3 23 3 82 1 ch 2
I
324 1 7 1
3 24 2 7 ch 2
3 24 3 40 1
3 24 4 132 ch 3
325 1 11 1
325 2 9 1
3 25 3 10 1
325 4 9 1 1
326 1 12 1
3 26 2 93 1
326 3 2802 1

327 1 9 ch 1
327 2 1
3 27 3 74 ch 3
327 4 8 ch 2
328 1 49 1
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KI. Ps.

Pr.

Co. He.

spp-

77 Kal. k.w.

B. Kuh V.

78

30
30
30

26
32

81

19
243

wa

210

15
4840
1135

1

2

3
3

Xy

294

— v e e e

545
772
131
567

104

10
23

140
23

co

14
40

72
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl Ps.

Co. He. Pr.

spp-

Z7Z Kal. kw.

356
24

43

B. Kuh V.

ch

353

ch

315
62

Cco

ni

25

15
21

10
10
10
10

17
15

11
11
11

10

12

12
12
12
12

10
50

13

4 7858

13

228

14
14
15
15
15
15

130
218

156
264

209
26

16
16
16
16
17
17
17

ch

189

176
432

54

1

1242
28

2

wa/ch 21
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KL

Co. He. Pr.

Ps.

spp-

77 Kal. k.w.

462

B. Kuh V.

17
18
18
18
18
19
19
19
19
20
20
20
20
21

14

71
1043

ch

3

ch

136
733
351

ch

hy

557

115

61

154
67

35
37

21

60
338
93

21

21

22
22
22
22
23

si

35

si

127
63

ch

458

23

100
392
39

23

23

hy

24
24
24
24
25

418

15

13

25

25

ch

106
44

25

26
26
26

147
68

74
50
27

26

27

27
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KNS-

MJ/K. S.a. APS ANS E.. KL

Co. He. Pr.

Ps.

spp- Int.

77 Kal. k.w.

23

B. Kuh V.

27
27
28

23

28

10

28

28

Xy

323
61

29
29
29
29
30

32

ha/hy

185
72
45

30
30
30

383
537
30

ch

47

Xy

540

177
234

ch

126
53

157
56
580
24

wa

19
22

11

wa/ sc

18

si

267

si

11283
24

4

5

11

ch

158
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KI. Ps.

Pr.

Co. He.

spp-

77 Kal. k.w.

139

B. Kuh V.

ch

SC

10

SC

SC

14
12

Xy
sc

65

10
10
10
10
11

Xy
sc/xy

110
27

11

SC

18
236

ch

197
406
38

11
11

SC

12
12
12
12
13
13
13
13

sC
ch/sc

19
18
11
32

12

19
12
23

772

14

382

14
14

12

ha/sc

10

15

10
780
68

15

16
16
16

ch
ch

145
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
5 17 1 200 ch 3

5 17 3 164 ch 3

5 18 1 433 ch 1

5 18 2 297 ch/sc 22

5 18 4 288 1

5 19 1 711 sc 3

5 19 2 303 1
5 19 3 117 Xy 3

5 19 4 94 1
5 20 1 4 1

5 20 2 1

5 20 3 1

5 20 4 186 Xy 2

5 21 1 9 1

5 21 3 8 1

5 21 4 17 sc 1

5 22 2 2471 1

5 22 3 33 sc 2

5 23 2 470 1

5 23 4 727 1

5 24 2 195 1

5 24 4 89 1

5 25 1 128 1

5 25 2 112 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. Kl. Ps. Co. He. Pr.

5 27 1 966 ch 3

5 27 2 455 1

5 27 3 287 1
I

5 28 1 241 sc 1 1
e

5 28 3 375 ch 3

5 28 4 151 sc 2

5 29 1 11688 1

5 29 2 8110 1

5 29 3 3701 1

5 29 4 9822 1

5 30 1 529 sa 1

5 30 4 65 ch 3
6 1 1 32 1 ha 3
6 1 2 431 1 ch 2 1 1
6 1 3 27 1 ha 1 1
6 1 4 13 1 ha/ch 11
6 2 1 203 ch 3
6 2 2 156 ch 1 1 1
6 2 3 51 wa 2 1
6 2 4 1025 ch 3
6 3 1 94 1 si/ch 13
e e

6 3 3 39 1 ha 3

4 36 1 ha 3
6 4 1 139 1 ch/ep 32 1

6 5 2 16 1 ch 3
5 3 38 1 ha/ch 12 1




119

9. ANHANG

KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl Ps.

Co. He. Pr.

spp-

Z7Z Kal. kw.

33
16
102

B. Kuh V.

ha

ch

100

ch

643

ch

257

10

ch
ch

110

11
11

ha

22
8463

12
12
12
12
13

ha

2

ha

154
47

ch
ch

74

ch

64

13

ch

14
14
14
15

77

ch

15

ch

22

16
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KI. Ps.

Pr.

Co. He.

spp-

77 Kal. k.w.

B. Kuh V.

13
11
68

16
16
17
17
17
17
18

ch

177
88
279

44
63

18
18
19
19
19

ch

si

86
256
44

ch

si

20
20
20
20
21

31

ch

10
10

ha

21

ch
ch

44
395

21

21

22

290

22

18

23

23

23

ch

646

23

ch

ch

273

24
24

132
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl Ps.

Co. He. Pr.

spp-

Z7Z Kal. kw.

30

B. Kuh V.

26
26

si

10

26

40

27

ch

218

27

32

28

ha

117

45

28

29
29
29
29
30

ch
ha

111

592
79

ch

ch

ch

21

30
30

27

wa

31

12

216

102
219
231

11

ni/sc

SC

148
555

SC

135

wa

ha

1

2 1246
19
21

4

wa

12

ha/wa

ch

81

420
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KI. Ps.

Pr.

Co. He.

spp-

77 Kal. k.w.

103
85

B. Kuh V.

ch

wa

wa

ha/sc

28

11

875
949

160
803

ep
ha

22
642
67

ep
ep

14

SC

14
23

SC

16
128
204

10
10
10
10
11
11

1944
802
69

3

90

135
30
310

12
12
12

ha

18
16
16

13
13
14

SC

37

14
14
15

51

138
455

15
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KNS-

MJ/K. S.a. APS ANS E.. KL

Co. He. Pr.

Ps.

k.w. Spp.- Int.

77 Kal.

174
497

B. Kuh V.

15
15
16
16
16
16
17
17
17
17
18
18
18
18
19
19
19
19
20
20
20
20
21

13
162
338
460
212

153
220

SC

144

SC

wa

231

Xy
wa/ch

17
43

33

114

474

111

10
10

11

ep/ wa

€p

90

1087
234

2

21

SC

21

SC

100
388
426
289

21

22
22
22
22
23

wa

16

23

SC

31

23

291

23

ha

1726

1

24
24
24
24
25

16
725
1081

4

1

1102
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KI. Ps.

Pr.

Co. He.

spp-

77 Kal. k.w.

388

B. Kuh V.

25

137
212

25

12

ep/ha

25

135

26
26
26
26
27

155
34
450
299

wa

ha

961

28

33

ep/wa

1420
621

2

28

28

244

29

ha

82

29

SC

120

29

19
25

30
30
30
30

€p
€p
co

22

19
35

62

31

hy
Xy

211

108
387

Xy
Xy

342
40

14
12
12

189
15
84
31

si

€p

70
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KNS-

MJ/K. S.a. APS ANS E.. KL

Co. He. Pr.

Ps.

spp- Int.

k.w.

77 Kal.

B. Kuh V.

10

Xy

11
234
42

ch

Xy

28

26

Xy
Xy

86
27
60

Xy
Xy
Xy

11

13
22
47

wa

20

149
203

10
10
10
10
11
11
11
11

196
328
61

ha

4338

2
3

2005

806

145

12
12
12
12
13
13
13
13

137
326
312
94
82
83
7191
379

Xy

ha

4

ch

14
14
14

41
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KL

Co. He. Pr.

Ps.

spp-

77 Kal. k.w.

121

70
28

B. Kuh V.

ch

14
15
15
15
15
16
16
16
16
17
17
17
17
18
18
18
18
19
19
19
19
20
20
20
20
21

22

wa/ep

22
35

53

11

ha/ xy

100
379
92

12

ha/xy

294
380
567
265
270
28

Xy
Xy

cp
ha

wa

65

ch

102

Xy
ch

188
135
223
34

Xy
€p

127

€p

34
856
934

1526
1247

21

Xy
Xy

3
4

21

21

238

22
22
22
22
23

13
42

Xy

17

23

10

23

23

24
24

40
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KNS-

MJ/K. S.a. APS ANS E.. KL

Co. He. Pr.

Ps.

spp- Int.

k.w.

77 Kal.

B. Kuh V.

10
30
2031

24
24
25

1

220
197

25

25

1382
134

4

25

ch

26
26
26
26
27
27
27

Xy
ch

134
254

36
10

Xy

Xy

27

648
295

28

Xy

28

3 2090
398
55

28

Xy

28

29
29
29
29
30
30
30
30

131

87
79
2337

1

2

3558

364
503

22

11

ep/co

ep/ wa

ni

11

32

ni/sa

ep/ wa

702
65

ep
ep/ wa

21

297
78

wa

wa

18
12

wa

€p
Xy
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KNS-

Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. KI. Ps.

Pr.

Co. He.

spp-

77 Kal. k.w.

B. Kuh V.

€p

€p
wa

442
201

75
41

Xy
ep/wa

33

ep
ep/ni

33
32

15

ep/ni

ep
ep/wa

10
72

22

ep
ep/ch

10
52
713

23

€p
€p

3 1345
218
35

8

wa

158

15
26

sa

32

10
10
10
11

wa

18
155

wa

18

11
11

5527
65

4

ep

12

22

wa/ep

51

12
12
13
13

ch

126
11
26

€p

€p

31

13
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
9 14 1 31 1 Xy 1
9 14 2 466 1 ch 4
9 14 3 54 1 Xy 1
9 14 4 170 1 Xy 2 1
9 15 1 41 ep/wa 22 1
9 15 2 12 ep 1 1
9 15 3 22 ep 1 1
9 15 4 7 1
9 16 1 163 1 ch/xy 32
9 16 2 3 1 sc 2 1
9 16 3 5 1 ep 2
9 16 4 4 1 wa 2 1
9 17 1 49 1
9 17 2 53 wa 1 1
9 17 3 34 wa 3
9 17 4 60 ha 2 1
9 18 1 5 1 ha 1 1
9 18 2 5 1 1
9 18 3 13 1 1 1
9 18 4 7 1
9 19 1 13 1 wa/xy 22 1
9 19 2 27 1 1
9 19 3 12 1 1
9 19 4 10 1 Xy 1 1
9 20 1 44 co 2 1
9 20 2 24 ni 2
9 20 3 180 si 2
9 20 4 171 1
9 21 1 59 1 ha 2 1
9 21 2 37 1 ep 2 1
9 21 3 26 1 ha 2
9 21 4 59 1 ha 1
9 22 1 17 1 Xy 3
9 22 2 7 1 Xy 2 1
9 22 3 80 1
9 22 4 91 1 wa/xy 22
9 23 1 133 1 ep 3
9 23 2 47 1 ep 3
9 23 567 1 ha/xy 21
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
9 23 4 45 1 1
9 24 1 80 1
9 24 2 39 1
9 24 3 49 ni /xy 23
9 24 4 32 ep/wa 33 1
9 25 1 3833 1 ep/wa 33 1 1
9 25 2 1
9 25 3 353 1 ep 2
9 25 4 10 1 wa 3
9 26 1 6 1 Xy 3 1
9 26 2 3 1 co 3 1
9 26 3 5 1 sa 3
9 26 4 7 1 1
9 27 1 24 1 1
9 27 2 10 1 ha 1 1 1
9 27 3 22 1 si 1
9 27 4 28 1 ha 1
9 28 1 11 1 Xy 1 1
9 28 2 14 1 1
9 28 3 29 1 ha/co 12
9 28 4 21 1 co 3 1
9 20 1 25 ha 1 1
9 20 2 12 ni 1
9 29 3 23 1
9 29 4 4 1
9 30 1 51 1
9 30 2 55 ep/ha 22
9 30 3 39 ha/xy 33
9 30 4 13 ha 2 1
10 1 1 21 ep 3
10 1 2 43 ep 1
10 1 3 29 ep 1
10 1 4 21 1
10 2 1 22 ha/ho 32
10 2 2 19 1 1
10 2 3 1335 wa 3
10 2 4 1419 ho/wa 41
10 3 1 17 1 1
10 3 2 96 1 ch/sa 21
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KNS-

B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.

10 3 3 7 1 co 3 1 1

10 3 4 10 1 1

10 4 1 1 1 1

10 4 2 4 1 1

10 4 3 1 1 1

10 4 4 3 1 1

10 5 1 40 1

10 5 2 10 1

10 5 3 11 1

10 5 4 65 1

10 6 1 4 1 wa 1 1

0 6 2 150 1 ep 4

0 6 3 156 1 hy

10 6 4 5 1 1

10 7 1 16 1 ha 2 1

10 7 2 25 1 wa 2 1

e v ]

10 7 4 64 1 ha 2 1

10 8 15 1 co 2 1

10 8 2 10 1 1

s v ]

10 8 4 9 1 1

10 9 1 7 1

e ]

10 9 3 7 ep 2 1

10 9 4 7 1

10 10 1 33 1 ep 2

10 10 2 6 1 1

10 10 3 36 1 ep 1 1

10 10 4 27 1 ep 3 1

10 11 1 20 sa 3 1

10 11 2 390 ha/ep 32
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132

KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
10 13 2 21 ha 3 1
10 13 3 14 ep 2
10 13 4 23 1
10 14 1 580 1 ep 4
10 14 2 659 1 ch
10 14 3 15 1 ep 2 1
10 14 4 27 1
10 15 1 38 ep 3
10 15 2 24 ep 3
10 15 3 567 ep 3
10 15 4 155 ep 2
10 16 1 142 ep 3
0 16 2 5 ep 1
10 16 3
10 16 4 707 1
10 17 1 258 1 ep 1
10 17 2 241 1 1
10 17 3 170 1
10 17 4 12213 1 1
10 18 1 235 ep 3
10 18 2 81 ep 1 1
10 18 3 83 ep 2
10 18 4 75 1
10 19 1 57 ep 3
10 19 2
10 19 3 169 ep 3
10 19 4 28 1
10 20 1 53 1
10 20 2 345 ep 4
10 20 3 94 ep
10 20 4 20 ha 3
10 21 1 58 1
10 21 2 46 1
10 21 3 28 1
10 21 4 56 1
10 22 1 32 1 1
10 22 2 42 1 1
10 22 3 52 1 ep 1 1
10 22 4 44 1 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
0 23 1 278 ep 4
10 23 2 193 1 1
10 23 3 33 ep 4
10 23 4 27 ep 3
10 24 1 75 1 1
10 24 2 15 1 1
10 24 3 150 1 1
10 24 4 11 1 Xy 2 1
10 25 1 15 1 1
10 25 2 8 1 1
10 25 3 715 1 ha 3
10 25 4 20 1 ep 2
10 26 1 8 1 1
10 26 2 12 1 1
10 26 3 9 1 co 2
10 26 4 1
10 27 1 62 1 co 2 1
10 27 2 40 1 1
10 27 3 45 1 ep 2
10 27 4 12 1 ep 3
10 28 1 37 1 ni/sa 32
10 28 2 110 1 ep 3
10 28 3 13 1 ep
10 28 4 79 1 ep 4
10 29 1 7 1
10 29 2
10 29 3 12 1
10 29 4 9 1
10 30 1 43 1
10 30 2 58 ep 1
10 30 3 111 ep 2
10 30 4 265 1
11 1 1 6824 1
11 1 2 158 Xy 1 1
11 1 3 70 scC 2 1
11 1 4 45 wa/sc 32 1
11 2 1 23 ha 3
11 2 2 14 Xy 1 1
11 2 9 sC 3
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
11 2 4 18 Xy 1 1
113 1 111 sc 4
113 2 14 sc
11 3 3 88 ha/sc 12
11 3 4 79 sc 3
11 4 1
11 4 2 8 sc 2
11 4 3 35 1
11 4 4 8 wa/sc 23
115 1 7 1
1 5 2 62 ep 4
11 5 3 159 1
11 5 4 100 ni 4
11 6 1 60 1
11 6 2 218 1
11 6 3 46 1
11 6 4 110 wa 3 1
17 1 93 1 ch 3
11 7 2 1
117 3 34 1 wa/xy 21
117 4 27 1 1
11 8 1 21 1 1
11 8 2 80 1
11 8 3 28 1
11 8 4 16 1
11 9 1 97 1
11 9 2 35 1
11 9 3 24 1
11 9 4 16 1
11 10 1 7 1 1
11 10 2 102 1 ch 3
11 10 3 17 1 1
11 10 4 42 1 ch 3
111 1 115 Xy 1
1 1 2 35 1
11 11 3 30 xy/sc 22
11 11 4 23 1
11 12 1 7 1 1
1 12 2 22 1 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
11 12 3 5 1 Xy 1 1
11 12 4 1
11 13 1 110 wa 1 1
11 13 2 136 1
11 13 3 60 1
11 13 4 189 1 1
11 14 1 10 1 co/sc 23
11 14 2 42 1 1
11 14 3 26 1 Xy 3
11 14 4 9 1 1
11 15 1 57 1 ch 3
11 15 2 119 1 ch 4
11 15 3 46 1 ch 4
11 15 4 7 1 1
11 16 1 28 1 1 1
11 16 2 14 1 1
11 16 3 30 1 1
11 16 4 21 1 Xy 2
11 17 1 9 1 N¢ 1
11 17 2 11 1 1 1
11 17 3 16 1 Xy 1
11 17 4 24 1 Xy 2 1
11 18 1 13 1 1
11 18 2 13 1 sa 1 1
11 18 3 6 1 1
11 18 4 82 1 Xy 2
11 19 1 36 1 1
11 19 2 15 1 wa/xy 22
11 19 3 9 1 1
11 19 4 8 1 1
11 20 1 9 1 1
11 20 2 14 1 1
11 20 3 10 1 Xy 2
11 20 4 16 1 1
11 21 1
11 21 2 78 Xy 3
11 21 3 260 1
11 21 4 6 Xy 1 1
11 22 1 10 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
11 22 2 1030 1
11 22 3 21 e 1
11 22 4 10 Xy 2
11 23 1 59 1
11 23 2
11 23 3 320 1
11 23 4 22
11 24 1 7 1
11 24 2 6 wa/sc 22 1
11 24 3 7 sc 2
11 24 4 51 1
11 25 1 7 1 Xy 1
11 25 2 7 1 1
11 25 3 5 1 1
11 25 4 9 1 1
11 26 1 438 si 3
11 26 2 187 ch 3
11 26 3 32 1
11 26 4 132 e 2
11 27 1 11 1
11 27 2 22 1 1
11 27 3 21 1 1
11 27 4 19 1 1
11 28 1 1 sc 3
11 28 2 4 1 sc 2
11 28 3 6 1 sc 2
11 28 4 150 1 ch 4
11 29 1 34 1
11 29 2 120
11 29 3 34
11 29 4 16
11 30 1 37 Xy 3
11 30 2 272 ch 3
11 30 3 267 1
11 30 4 3226 Xy 3
12 1 1 12 1
12 1 2 12 1
12 1 3 12 1
12 1 4 9 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
12 2 1 17 wa 2 1 1
12 2 2 15 1 1
12 2 3 45 ch 3
12 2 4 76 ch 3
12 3 1 11 ha 2 1
12 3 2 12 1
12 3 3 13 ni 1
12 3 4
12 4 1 12 co 2
12 4 2 8 si 2
12 4 3 7 1
12 4 4 8 1
12 5 1 17 ha 1
12 5 2 667 ch 3
12 5 3 8 1
12 5 4 10 sc 1
12 6 1 7 ha 2 1
12 6 2 384 ch 3
12 6 3 4 1
12 6 4 164 SC 3 1 1
12 7 1 14 co 1
12 7 2 14 ha 1
12 7 3 8 1
12 7 4 11 SC 2 1
12 8 1 11 1
12 8 2 10 1
12 8 3 12 1
12 8 4 152 ch 3
12 9 1 112 1
12 9 2 9 1
12 9 3 6580 1
12 9 4 130 1
12 10 1 611 1
12 10 2 299 1
12 10 3 1000 1
12 10 4 1702 1
12 11 1 16 1
12 11 2 10 1
12 11 8 si 1 1
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B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. Kl. Ps. Co. He. Pr.

12 11 4 11 1

12 12 1 47 1

12 12 2 63 1

12 12 3 39 si 1

12 12 4 29 si 1

12 13 1 140 ha 3

12 13 2 38 1

12 13 3 11 1

12 13 4 913 1

12 14 1 177 1

12 14 2 103 ep 2 1 1

12 14 3 36 wa/co 22 1

e ]

12 15 1 620 co 2 1 1

12 15 2 141 ha 1

12 15 3 301 co 2

12 16 1 90 1

12 16 2 56 1

12 16 3 15 1

12 16 4 48 1

12 17 1 42 1

12 17 2 11 1

12 17 3 5 1

12 17 4 6 1 1

12 19 1 7 wa 1 1
12 19 2 314 ch 4

12 19 3 9 1

12 19 4 160 si 1

12 20 1 14 1

12 20 2 10 1

12 20 3 33 wa 2

12 21 1 30 ni 1 1

12 21 2 5 1 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
12 21 3 13 co 1 1
12 21 4 19 1
12 22 1 69 1
12 22 2 123 1
12 22 3 143 1
12 22 4 5844 ha 1 1
12 23 1 32 1
12 23 2 17 1
12 23 3 3226 1
12 23 4 20 1
12 24 1 1476 1
12 24 2 1041 1
12 24 3 477 1
12 24 4 688 1
12 25 1 2679 1
12 25 2 58 1
12 25 3 12 1
12 25 4 16 1
12 26 1 170 ni 1
12 26 2 630 co 1 1
12 26 3 87 1
12 26 4 271 1
12 27 1 335 ch 4
12 27 2 936 1
12 27 3 62 1
12 27 4 5414 1
12 28 1 462 1
12 28 2 623 1
12 28 3 585 1
12 28 4 705 1
12 29 1 108 1
12 29 2 216 1 1
12 29 3 101 1
12 29 4 277 wa 3 1
12 30 1 831 1
12 30 2 207 1
12 30 3 46 wa 2
12 30 4 507 1
13 1 1 9 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
13 11 1 19 1 1
13 11 2 10 1 1
13 11 3 6 1 1
13 11 4 7 1 1
13 12 1 60 ch 3
13 12 2 218 ha 3
13 12 3 37 1 1
13 12 4 13 1
13 13 1 2367 wa/ep 11
13 13 2 680 wa 2
13 13 3 20 ni 2 1
13 13 4 201 1
13 14 1 14 1
13 14 2 24 1
13 14 3 13 1
13 14 4 27 1
13 15 1 56 1 1
13 15 2 9 1 1
13 15 3 6 1 1 1
13 15 4 10 1 1
13 16 1 110 ch 3
13 16 2 11 1
13 16 3 598 1
13 16 4 67 1
13 17 1 13
13 17 2 10 1 1
13 17 3 13 1 1
13 17 4 7 1 1
13 18 1 51 ep 1
13 18 2 20 1
13 18 3 55 1
13 18 4
13 19 1 110 si 1 1
13 19 2 285 ch 3
13 19 3 49 1 1
13 19 4 78 1 1
13 20 1 50 ch 4
13 20 2 32 1
13 20 18 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
13 20 4 7 co 2 1
13 21 1 73 1 si 2 1 1
13 21 2 65 1 hy 3 1
13 21 3 175 1 hy 3
13 21 4 52 1 ch 3
13 22 1 135 Xy 4
13 22 2 69 co 3
13 22 3 29 co 2
13 22 4 37 1
13 23 1 430 1
13 23 2 72 ch 3
13 23 3 13 1
13 23 4 10 1
13 24 1 25 1
13 24 2 7646 1
13 24 3 50 1
13 24 4 26 Xy 2
13 25 1 11 1
13 25 2 17 1
13 25 3 7 1
13 25 4 410 ch 3
13 26 1 13 1
13 26 2 17 1
13 26 3 25 1
13 26 4 25 1
13 27 1 88 1
13 27 2 30 1
13 27 3 35 1
13 27 4 41 1
13 28 1 20 1
13 28 2 218 ch 3
13 28 3 25 1
13 28 4 12 1
13 29 1 20 1
13 29 2
13 290 3 30 1
13 29 4 13 ha/co 12
13 30 1 58 1
13 30 2 27 1
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B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.

14 10 2 23 ha 2 1 1

14 10 3 7 ep 2 1

14 10 4 470 ha/xy 12

14 11 1 125 ha 4

14 11 2 3 1

14 11 3 14 co 2

14 11 4 20 sa 1

14 12 1 137 ep 3

14 12 2 65 1

14 12 3 7 1

14 12 4 38 1

14 13 1 87 1

14 13 2 2436 ep 2 1

14 13 3 36 1

14 13 4 27 1

14 14 1 6 1

14 14 2 5 co 1

14 14 3 6 wa 1

14 14 4 7 wa 2

14 15 1 85 ep 2

14 15 2 161 ep 4

14 15 3 42 ep 3

14 15 4

14 16 1 56 1 1

14 16 2 17 1

14 16 3 27 1

14 16 4 113 Xy 4

14 17 1 21 ep

14 17 2 13 co 3 1 1

14 17 3 22 1

14 17 4 26 ha 3 1

14 18 1 75 ha/ep 22 1

14 18 2 99 ep/xy 32

14 18 3 94 1

14 18 4 23 1

14 19 1

14 19 2 816 1

14 19 3 315 1

14 19 4 621 hy 4
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
14 20 1 5 1 wa 2 1
14 20 2 6 1 wa 3
14 20 3 8 1 wa 4
14 20 4 26 1 wa 3 1
14 21 1 4 1 sa 1 1
14 21 2 6 1 wa 3
14 21 3 156 1 Xy 3
14 21 4 30 1 1 1
14 22 1 60 ep 1 1 1
14 22 2 7 1
14 2 3 79 xy 3
14 22 4 206 1
14 23 1 91 ha/sa 23 1
14 23 2 60 ha 3 1
14 23 3 221 ha/sa 33 1
14 23 4 171 ha/ep 33
14 24 1 41 1 Xy 3
14 24 2 29 1 ha 2 1
14 24 3 44 1 1
14 24 4 11 1 1
14 25 1 191 1 ni/ha 21
14 25 2 1
14 25 3 50 1 Xy 3
14 25 4 56 1 ep 3
14 26 1 54 1 ep 3
14 26 2 167 1 1
14 26 3 51 1 ep 2 1
14 26 4 53 1 ep 1 1
14 27 1 3 1
14 27 2 4 1 ep 4
14 27 3 6 1
14 27 4 7 1 ep 4 1
14 28 1 6 1
14 28 2 7 1 ep 4
14 28 3 5 1 wa 2
14 28 4 4 1 1
14 29 1 4 1 ep 1 1
14 29 2 61 1 hy 3 1
14 29 211 1 hy 4
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
14 29 4 4 1 Xy 2
14 30 1 88 1 1
14 30 2 19 ha/ep 22 1
14 30 3 80 xy/sa 22 1 1
14 30 4 32 co 2 1
15 1 1 98 1 ni 3
15 1 2 871 1 si/xy 21
15 1 3 124 1 ch 3
15 1 4 15 1 ep 1 1
15 2 1 20 1
15 2 2 45 ep 1 1
15 2 3 33 1 1 1
15 2 4 30 1 1
15 3 1 33 1 1 1
15 3 2 52 1 Xy 1
15 3 3 54 1 1
15 3 4 29 1 1
15 4 1 20 ep 1 1
15 4 2 51 si 2 1
15 4 3
15 4 4 20 ha/ep 32
15 5 1 18 1 1
15 5 2 12 1 Xy 2
15 5 3 20 1 1
15 5 4 21 1 1 1
15 6 1 172 1
I5 6 2 152 wa/ha 32
15 6 3 75 wa 1 1
15 6 4 48 1
15 7 1 47 1 1
15 7 2 96 1 1 1
15 7 3 51 1 1
15 7 4 57 1 wa 1 1
15 8 1 30 1 ha/co 12
15 8 2 12 1 1
15 8 3 202 1 ch 3
15 8 4 5 1 1
15 9 1 6 ha 2 1 1
15 9 2 22 ep 1 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
15 9 3 3 ep 2 1
15 9 4 71 1
15 10 1 13 1
15 10 2 69 1
15 10 3 14 1 1
15 10 4 10 1 1
15 11 1 102 Xy 3 1
5 11 2 111 sc/co 22
15 11 3 32 1
15 11 4 129 1
15 12 1 16 1 1
15 12 2 6 1
15 12 3 43 sa 2 1
15 12 4 7 1
15 13 1 19 1 1
15 13 2
15 13 3 27 wa 2 1
15 13 4 5 1
15 14 1 225 1
15 14 2 112 ep/sa 22
15 14 3 31 1
15 14 4 48 1
15 15 1 180 1
15 15 2
15 15 3 21 1 1
15 15 4 32 ep 2 1
15 16 1 17 1 1 1
15 16 2 11 1 1 1
15 16 3 21 1 1 1
15 16 4 13 1 wa 2 1
15 17 1 33 co 2
15 17 2 13 ha 2 1
15 17 3 182 ep 11
15 17 4 125 ep 1 1
15 18 1 10 1
15 18 2 11 1
15 18 3 53 1
15 18 4 14 1 1
5 19 1 8 xy 2 1



9. ANHANG 148
KNS-

B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.

15 19 2

15 19 3

15 19 4 44 co 2 1

15 20 1 17 1

15 20 2 59 1

15 20 3 19 1

15 20 4 18 1

15 21 1 163 1

15 21 2 45 1

15 21 3 84 1

15 21 4 158 ch 3

15 22 1 6 1 1

15 22 2 4 1 1

15 22 3 5 1 1

15 22 4 12 1 1

15 23 1 22 co 3 1

15 23 2 33 1

15 23 3 57 co 1 1

15 23 4

15 24 1 27 1

15 24 2 313 Xy 2 1

15 24 3 43 1

15 24 4 58 1

15 25 1 7 1 1 1

15 25 2 5 1 ep 1 1 1

15 25 3 92 1 ch 3

15 25 4 6 1 ha 3 1

15 26 1 17 1

15 26 2 2 1

15 26 3 1118 1

15 26 4 1220 1

15 27 1 61 ch 1

15 27 2 329 ch 4

15 27 3 9 1

15 27 4 17 co 2 1

15 28 1 304 si 1 1 1

15 28 2 10 1 1

15 28 3 279 ep 3

15 28 4 49 ep 2 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
15 29 1 248 1
15 29 2 634 ha/co 11
15 29 3 78 co 1 1
15 29 4
15 30 1 129 ha 1
15 30 2 o4 ha 2 1
15 30 3 29 co/sa 11
15 30 4 97 1
16 1 1 26 1 si 3 1
16 1 2 7 1 Xy 4 1
16 1 3 88 1 Xy 3
16 1 4 190 1 sc 3 1
16 2 1 4 1 Xy 1
16 2 2 11 1 1
16 2 3 11 1 ni 2
16 2 4 19 1 1
16 3 1 86 1 ch 3
16 3 2 149 1 ch/xy 32
16 3 3 169 1 ch/xy 22
16 3 4 3 1 1
16 4 1 12 1
16 4 2 69 1
16 4 3 8 1
16 4 4 81 Xy 1
16 5 1 26 Xy 3
16 5 2 12 Xy 3
16 5 3 6 Xy 1
16 5 4 13 sc/xy 12
16 6 1 6 xy/le 22
16 6 2 5 Xy 3
16 6 3 8 Xy 1
16 6 4 245 ch 4
16 7 1 4 1 wa/sa 11 1
16 7 2 4 1 sc/xy 23
16 7 3 5 1 Xy 3
16 7 4 85 1 Xy 3
16 8 1 28 1 Xy 3
16 8 2 4 1 1
16 8 34 1 Xy 3
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
16 8 4 45 1 ch 4

16 9 1 458 Xy 3 1
16 9 2 46 xy/sc 32

16 9 3 4356 Xy 2 1
16 9 4 27 Xy 3

16 10 1 146 Xy 3

16 10 2 383 Xy 3

16 10 3 30 1

16 10 4 325 ch 4

16 11 1 12 Xy 3

16 11 2 123 si 3

16 11 3 7 1

16 11 4 43 Xy 3

16 12 1 2 1 Xy 3

16 12 2 53 1 xy/sc 41

16 12 3 5 1 Xy 2

16 12 4 6 1 Xy 3

16 13 1 94 1 ch 3

16 13 2 14 1 xy/le 33

16 13 3 18 1 Xy 2

16 13 4 1

16 14 1 34 1 Xy 3

16 14 2 20 1 1

16 14 3 719 1 1
16 14 4 1

16 15 1 8 1 Xy 1

16 15 2 232 1 ch/sc 32

16 15 3 5 1 1

16 15 4 6 1 1

16 16 1 48 1 ch/xy 33

16 16 2 15 1 Xy 3

16 16 3 16 1 Xy 3

16 16 4 44 1 ch 1 1
16 17 1 7 1 Xy 3

16 17 2 48 1 ch/xy 24

16 17 3 196 1 Xy 4

16 17 4 10 1 ni/xy 33

16 18 1 4 Xy 3

16 18 2 Xy 3
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
16 18 3 6 Xy 3
16 18 4 7 1
16 19 1 5 1
16 19 2 65 Xy 4
16 19 3 7 1
16 19 4 34 Xy 3
16 20 1 35 1 Xy 3
16 20 2 100 1 ch 3
16 20 3 9 1 Xy 3
16 20 4 4 1 Xy 3
16 21 1 1
16 21 2 3 1 Xy 2
16 21 3 6 1 sa 3
16 21 4 4 1 1
16 22 1 7 1 Xy 3
16 22 2 5 1 Xy 3
16 22 3 7 1 Xy 2
16 22 4 33 1 Xy 3
16 23 1 117 ch 3
16 23 2 70 wa 4
16 23 3 130 Xy 3
16 23 4 5 1
16 24 1 4 le 2
16 24 2 80 Xy 3
16 24 3 92 Xy 2
16 24 4 29 Xy 3
16 25 1 9 1 Xy 3
16 25 2 7 1 Xy 2
16 25 3 8 1 Xy 3
16 25 4 5 1 Xy 3 1
16 26 1 179 Xy 3 1
16 26 2 499 1
16 26 3 200 1
16 26 4 1402 ch/xy 33
16 27 1 71 Xy 3
6 27 2 76 xy 3
16 27 3 102 1
16 27 4 155 Xy 3
16 28 1 3 Xy 3
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
16 28 2 2 Xy 3
16 28 3 6 1
16 28 4 7 1
16 29 1 261 1
16 29 2 199 Xy 3
16 29 3 166 ch 4
16 29 4 217 ch 3
16 30 1 6 1 le 3
16 30 2 71 1 Xy 3 1
16 30 3 66 1 1
16 30 4 4 1 Xy 3
17 1 1
17 1 2 84 wa 3
17 1 3 531 1 1
17 1 4 404 ch 3
17 2 1 49 1 wa 1
17 2 2 6 1 wa/si 33 1
17 2 3 75 1 sc 2 1 1
17 2 4 116 1 ni 3
17 3 1 30 wa 2
17 3 2 41 1
17 3 3 23 1 1
17 3 4 9 1 1
17 4 1 14 1
17 4 2 45 1
17 4 3 41 1
17 4 4 41 1
17 5 1 46 1
17 5 2 31 1
17 5 3 47 1 1
17 5 4 8 1
17 6 1 19 1
17 6 2 28 1
17 6 3 25 1 1
17 6 4 770 1
17 7 1 14 wal/ep 22 1
17 7 2 15 wa 3
17 7 3 33 1 1
17 7 4 1821 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
17 8 1 13 1
17 8 2 6 wa/ha 23
17 8 3 5 wa 3
17 8 4 16 1
17 9 1 7 1
17 9 2 200 1
17 9 3 12 ep 3
17 9 4 7 ha/co 13
17 10 1 36 1
17 10 2 32 1
17 10 3 15 1
17 10 4
17 11 1 7 1 ha 1
17 11 2 18 1 1
17 11 3 7 1 1
17 11 4 10 1 1 1
17 12 1 16 1
17 12 2 20 wa 3 1
17 12 3 5 1
17 12 4 4 wa 3 1
17 13 1 31 1
17 13 2 244 1
17 13 3 41 1
17 13 4 133 co 2 1 1 1
17 14 1 58 ni 3 1
17 14 2 67 1
17 14 3 48 ch 3
17 14 4 22 1
17 15 1 31 1
17 15 2 50 1
17 15 3
17 15 4 84 ch 3 1
17 16 1 11 1
17 16 2 99 1
17 16 3 14 1 1
17 16 4 54 1
17 17 1 23 1 1
17 17 2 13 1

17 17 3 22 1 1 1
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.c. Kl. Ps. Co. He. Pr.
17 17 4
17 18 1 22 1 1
17 18 2
17 18 3 32 1
17 18 4 21 1
17 19 1 48 wa/ni 32
17 19 2 66 wal/ep 32
17 19 3 49 wal/ep 32
17 19 4 43 wa 3
17 20 1 24 1
17 20 2 3275 1
17 20 3 1379 1
17 20 4 376 1
17 21 1 85 1 wa 2
17 21 2 27 1 1
17 21 3 171 1 wa 2
17 21 4 33 1 wa
17 22 1 43 sa 3
17 22 2 153 1 1
17 22 3 41 ni 3
17 22 4
17 23 1 29 1
17 23 2 25 1 1
17 23 3 8 1 1
17 23 4 8 1 1
17 24 1 49 1
17 24 2 959 1
17 24 3 29 1
17 24 4 1563 wa/co 32
17 25 1 28 1 1
17 25 2 32 1
17 25 3 17 wa/co 21
17 25 4 44 1
17 26 1 22 1 1
17 26 2 6 1 1 1
17 26 3 38 1 1
17 26 4 19 1 1
17 27 1 6363 1
17 27 2 101 ni 3
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KNS-
B. Kuh V. ZZ Kal. kw. spp. Int. M/K. S.a. APS ANS E.. KI. Ps. Co. He. Pr.
17 27 3 9 ni 3 1
17 27 4 41 1
17 28 1 59 1
17 28 2 837 1
17 28 3
17 28 4 842 ni 2 1
17 29 1
17 29 2 93 1
17 29 3 130 1
17 29 4 9771 1
17 30 1 266 1
17 30 2 1681 1
17 30 3 153 1
17 30 4 12 1 1

B. = Betrieb, Kuh = fortlaufende Tiernummer des Betriebes, V. = Viertel (1 = vorne rechts, 2 = hinten
rechts, 3 = vorne links, 4 = hinten links), ZZ = somatische Zellzahl, k.W. = kein mikrobiologisches
Wachstum, KNS-spp. = KNS-Spezies (ch = S. chromogenes, ep = S. epidermidis, ha = S. haemolyticus,
ho = S. hominis, hy = S. hyicus, ni = nicht identifiziert; si = S. simulans, wa = S. warneri, co = S. cohnii,
le = S. lentus, sa=S. saprophyticus, sc = S. sciuri, Xy = S. xylosus), Int. = Intensitidt (angegeben in der
Reihenfolge wie unter KNS-spp.), M./K. = Micrococcus und Kocuria Spezies, S.a. = S. aureus,
APS = idskulin-positive Streptokokken, ANS = #skulin-negative Streptokokken, E.c. = Escherichia coli,
Kl. = Klebsiella Spezies, Ps. = Pseudomonas Spezies, Co. = Corynebakterien, He. = Hefen,
Pr = Proteus Spezies; grau unterlegt = Viertelgemelksproben, die aus unterschiedlichen Griinden nicht in

die Auswertung eingingen.
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