MILCH 1 PROJEKTE

Tankmilch verrat Mastitiskeime

Im Labor des Milchpriifring Baden-Wiirttemberg e.V. spiirt man mit einer vollig neuen
Methode den Erregern von Euterentziindungen nach. Mittels real-time PCR werden

Tankmilchproben auf die Mastitiskeime Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae
und Mycoplasma bovis untersucht.

Mit der Uberwachung der Tankmilch unter
Verwendung von real-time PCR wird ein
friihzeitiges Erkennen eines Infektionsge-
schehens in der Herde ermdglicht. Nicht nur
die Schnelligkeit, sondern auch die hohe
Nachweisempfindlichkeit und der Nachweis
schwer anziichtbarer Keime wie Mykoplas-
men sprechen flr die Methode. Dartiber
hinaus wird bei S. aureus — positiven Befun-
den nachgewiesen, ob es sich um den
ansteckenden Typen (Genotyp B) handelt.
Ohne logistischen Mehraufwand erhalten
Landwirte einen regelmaBigen Status ihrer
Herde und Tierdrzte konnen die Ergebnis-
se zur Bestandsbetreuung nutzen.

Mastitis macht Probleme

Die Mastitis des Rindes ist eine entzindli-
che Reaktion der Milchdrise. In ihrem
Wesen stellt sie eine Faktorenerkrankung
dar, das heiBt sie wird zwar durch Infekti-
onserreger hervorgerufen, es sind aber flr
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Tankmilch wird
mit PCR auf
drei wichtige
Mastitiserreger
untersucht.
Foto: MPR BW

die Entwicklung und Auspragung weitere
exogene und/oder endogene gleichzeitig
auftretende , Stressoren” wichtig.

In Abhéngigkeit von der Heftigkeit der Ent-
zlindungsreize, ihrer Dauer und von der
Reaktionslage des Organismus kann eine
Mastitis unterschiedlich verlaufen. Man
unterscheidet zwischen akuter, subakuter
und chronischer Mastitis. Aus 6konomi-
scher Sicht verursachen Mastitiden die
groBten krankheitsbedingten Verluste in
Milchviehbetrieben. Durch verringerte Milch-
produktion und erhéhte Remontierung ent-
stehen erhebliche Kosten. Mastitiden haben
aber auch einen negativen Effekt auf die
Rohmilchqualitét und auf die Qualitat der
Milchprodukte.

Euterentzlindungen gehen oft einher mit
einem erhohten Zellgehalt (> 100 000 Zel-
len pro ml Milch). Der Zellgehaltim Gesamt-
gemelk einer Kuh kann daher zur Beurtei-
lung und Uberwachung der Eutergesund-
heit einer Kuh genutzt werden. Beztglich

der Mastitiserreger muss man zwischen
Kuh- und Umwelt-assoziierten Erregern
unterscheiden. Kuh-assoziierte Erreger sind
solche, die aus euterkranken Milchdrtisen-
vierteln stammen und vor allem wahrend
des Melkens von Kuh zu Kuh verbreitet
werden. Hierzu zahlen Staphylococcus
aureus und der sogenannte Gelbe Galt
(Streptococcus agalactiae). Die Umwelt-
assoziierten Erreger stammen aus dem
Umfeld der Tiere. Die Verbreitung ist von
hygienischen Faktoren abhangig. Zu die-
sen Erregern zéhlen zum Beispiel Strepto-
coccus uberis oder E. coli Um die Siche-
rung der Eutergesundheitssituation oder
sogar eine Verbesserung der Euterge-
sundheit zu ermoglichen, spielt ein gutes
Eutergesundheitsmanagement eine zen-
trale Rolle. Hierzu gehort auch ein Monito-
ring, bei welchem regelmaBig Kennzahlen
(wie der Zellgehalt) erhoben und auftreten-
de Stérungen der Eutergesundheit doku-
mentiert werden.

Monitoring hilft vorbeugen

Genau das bietet das ,Gesundheitsmoni-
toring Rind BW" des Landesverbandes
Baden-Wirttemberg fir Leistungsprufun-
gen in der Tierzucht e.V. (LKV BW). Da das
Management maBgeblich an der Prophy-
laxe und Therapie von Euterentziindungen
beteiligtist, ist es sinnvoll Krankheitserreger
frihzeitig zu identifizieren, um so moglichst
schnell eingreifen zu kdnnen. Weil Kuh-
assoziierte Keime ein hohes Risiko darstel-
len, sollte im Rahmen eines Monitorings die
Anwesenheit dieser Keime besonders
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beobachtet und aufgezeichnet werden. Teil-
nehmer des , Gesundheitsmonitoring Rind
BW" (derzeit knapp 600 Betriebe) erhalten
jeden Monat Auskuntft tber die An- bzw.
Abwesenheit der beiden Kuh-assoziierten
Keime Staphylococcus aureus und Strep-
tococcus agalactiae, sowie Uber Myco-
plasma bovis, ein Keim welcher flr hoch-
ansteckende klinische Mastitiden verant-
wortlich ist. Einmal pro Monat wird hierzu
Tankmilch vom Milchprifring Baden-Wrt-
temberg e.V. (MPR BW) auf diese drei Erre-
ger mittels real-time PCR untersucht.

Tankmilch als Basis?

Der Zellgehalt der Tankmilch kann aufgrund
des Vermischungseffektes in der Herde nur
als grober Parameter zur Beurteilung der
Eutergesundheit der Herde herangezogen
werden. FUr das Monitoring der drei oben
genannten Keime ist Tankmilch als Pro-
benmaterial aber gut geeignet, da nur Kuh-
assoziierte Keime nachgewiesen werden
sollen und die real-time PCR als Methode
hochst spezifisch und sensitiv ist. Dartiber
hinaus ist die real-time PCR eine kultivie-
rungs-unabhangige und schnelle Metho-
de, die ein Ergebnis innerhalb eines Tages
nach Probeneingang liefert.

Was ist PCR?

Die PCR (engl. fur Polymerase-Kettenreak-
tion) ist eine Methode um Erbsubstanzen
(DNA) in vitro, das heiBtim Reagenzglas zu
vervielfaltigen. Der Begriff ,Kettenreaktion”
beschreibt in diesem Zusammenhang die
Tatsache, dass mehrere Zyklen einer Reak-
tion ablaufen und dabei die Produkte vor-
heriger Zyklen als Ausgangsstoffe fir den
Jjeweils nachsten Zyklus dienen. Somit findet
eine exponentielle Vervielfaltigung der DNA
statt.

Die real-time PCR (auch Echtzeit PCR
genannt) ist eine Weiterentwicklung der
konventionellen PCR, indem der Reaktion
ein Fluoreszenzfarbstoff beigemischt wird.

Bei jedem Zyklus - also ,in Echtzeit” - wird
die Fluoreszenz gemessen, woraus man
auf die Menge der vervielfaltigten DNA
schlieBen kann. Abhdngig von der
urspringlichen Anzahl an Kopien wird ein
gewisser Schwellenwert des Fluoreszenz-
signals friiher oder spéter (oder gar nicht)
erreicht. Die real-time PCR liefert somit
zusétzlich noch eine semi-quantitative Infor-
mation. Die DNA wird mittels einer speziell
fir Milch entwickelten Saulenextraktion
extrahiert (Dauer ca. 2,5 Stunden). Der
Nachweis der drei Keime erfolgt anschlie-
Bend gleichzeitig in einem PCR-Lauf (Dau-
er ca. 1,5 Stunden). Ein Ergebnis liegt somit
innerhalb eines Tages nach Probeneingang
vOr.

Fir den Nachweis wird das ,Major 3 Kit"
der Firma Finnzymes verwendet. Dieses Kit
wurde speziell fur den Nachweis Kuh-asso-
ziierter Keime aus Tankmilch entwickelt.
Derzeit bietet die Firma Finnzymes funf ver-
schiedene Kits flr den Nachweis Mastitis-
relevanter Bakterien an, wobei die Kits, die
zwolf oder sogar 16 Bakterien gleichzeitig
nachweisen nicht flr ein Tankmilch-Scree-
ning geeignet sind. Neben der Information,
ob Staphylococcus aureus anwesend ist,
erhalten die Landwirte noch die Zusatzin-
formation, ob es sich hierbei um den kon-
tagiosen Genotypen B handelt.

Die PCR in der Praxis

Eine interne Methodenprufung beim MPR
BW konnte zeigen, dass die real-time PCR
deutlich sensitiver ist als die klassische
Mikrobiologie. Die hohe Nachweisemp-
findlichkeit bringt neben den bereits
genannten Vorteilen aber auch Nachteile
mit sich. So wird in Fachkreisen oft das
Argument gebracht, ob man nicht zu viele
Jfalsch-positive" Ergebnisse erhalt. Damit ist
gemeint, dass zwar die Erreger-DNA nach-
gewiesen wird, aber gar keine Mastitis vor-
liegt. Oft werden auch die hohen Kosten fir
die Untersuchung als Nachteil aufgefthrt.
Bemangelt wird zudem, dass bis dato zu

wenige Studien vorliegen und dass Land-
wirte mit der Interpretation der Ergebnisse
Uberfordert waren.
Der Ansatz von MPR BW und LKV BW ist
deshalb folgendermaBen: In den ersten
sechs Monaten werden zunéchst nur Daten
erhoben, um einen Status quo der Hofe zu
erhalten. Das heit, die Daten werden nach
bestimmten Kriterien gesammelt und aus-
gewertet. Um den Status quo festzulegen,
werden die Ergebnisse der real-time PCR
mit den Gesundheitsdaten von den Hof-
tierdrzten und den Kennzahlen abgegli-
chen. In Zukunft sollen die Ergebnisse dann
dem Landwirt und seinem Tierarzt fur die
Risikobewertung und ggf. auch unterstit-
zend zu Therapiezwecken dienen.
Beginn des Projektes war im Januar 2012.
Die Teilnehmer mussen sich hierzu aktiv
beim LKV BW anmelden. Im ersten Jahr ist
fur die Teilnahme von den Landwirten kei-
ne Gebuhr zu entrichten und der Landwirt
hat auch keinen Mehraufwand, da als Pro-
benmaterial die normalen Gliteproben
herangezogen werden. Die Ergebnisse
werden am Monatsende an den Landwirt
und den Tierarzt per Post zugestellt. Land-
wirte werden immer darauf hingewiesen,
dass bei einem positiven Befund der Tier-
arzt hinzugezogen werden soll, um das wei-
tere Vorgehen zu besprechen. Zudem ist
immer zu bedenken, dass im Rahmen des
Programms nur der Nachweis auf Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus agalactiae
und Mycoplasma bovis erfolgt. Andere Erre-
ger werden nicht nachgewiesen und auch
ein Test auf eine Antibiotikaresistenz ist nicht
maglich.
Aktuell befindet sich das Projekt noch in der
Phase der Datenerhebung. Nach dem
ersten Projektjahr wird dann die weitere Vor-
gehensweise angepasst, dennoch kam
schon von einigen Tierdrzten und Landwir-
ten die Ruckmeldung, dass die Daten
gut gendtzt werden konnen und als Werk-
zeug fur das Mastitis-Management sehr
dienlich sind.

Franziska Breitenwieser
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