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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Bovine Mastitiden stellen eine der bedeutendsten Erkrankungen in der modernen Milcherzeugung dar.
Das derzeitige Mittel der Wahl zur Therapie stellt die Gabe von Antibiotika dar; wirksame Alternativen
fehlen bislang. In dem beantragten Vorhaben soll erstmalig ein Praparat zur Therapie von Mastitiden
entwickelt werden, in das lebende Milchsaurebakterien als wirksame Komponente eingebunden werden
sollen. Diese Mikroorganismen sollen auf den Zitzen- bzw. Euterepithelien gezielt angesiedelt werden, um
so euterpathogene Mikroorganismen, die die bovine Milchdrise infiziert haben, zu verdrangen. Die
umweltrelevanten Ziele des Projekts sind: 1. Reduzierung des Eintrags von Antibiotika aus der
Milcherzeugung in die Umwelt, 2. Vermeidung des Auftretens von Antibiotika-Rickstanden im
Lebensmittel Milch.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Das Projekt bestand aus zwei Phasen. In der ersten Projektphase wurden zunéchst Gber bereits isolierte
und geprufte Milchsaurebakterien hinaus weitere Stdmme dieser Mikroorganismen aus dem Umfeld der
Milcherzeugung isoliert, die in vitro hemmend auf euterpathogene Mikroorganismen wirken. Daran
anschlieBend wurden geeignete Isolate in verschiedene Matrices eingebunden werden, die eine
Anwendung bei laktierenden Milchrindern zur Therapie bestehender Infektionen der Milchdriise erlauben.
In der zweiten Projektphase fanden Erkenntnisse aus der ersten Projektphase in in vivo Versuchen
Umsetzung. Im ersten Teil dieser Projektphase wurde eine Vertraglichkeits- und Etablierungsstudie
durchgefiihrt werden, in der neben der Vertraglichkeit der entwickelten Prototypen die Etablierung der
ausgewabhlten, sich als geeignet erwiesenen Stamme auf den Zitzen- und Euterepithelien untersucht
wurden. AbschlieRend wurde eine kontrollierte randomisierte klinische Feldstudie mit dem Stamm 118/37
durchgefuhrt, der die Ermittlung der Effekte der Applikation des neu entwickelten Praparates im Vergleich
zu einer evidenzbasierten Mastitistherapie erlaubte.
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Ergebnisse und Diskussion

In der ersten Projektphase wurden dazu insgesamt 416 Milchsaurebakterien-Stamme aus 1.532 Proben
(Viertelgemelksproben, Tankmilch, Gras, Giille, Einstreumaterial) isoliert. 367 Isolate, zwei
Referenzstdmme und sechs Kombinationen wurden in vitro mit dem Well-Diffusionstest, bei dem fiinf
Lésungen (zellhaltige Bouillon, zellfreie, pH-eingestellte Lésung, mit Pepsin, Trypsin oder Katalase
behandelte Ldsungen) eingesetzt wurden, auf ihre Hemmwirkung gegeniber den euterpathogenen
Mikroorganismen S. aureus, S. epidermidis, S. xylosus, Sc. uberis, Sc. agalactiae und E. coli gescreent.
Eine Hemmung von Sc. uberis konnte durch 175 Stamme bzw. deren Kombinationen erzielt werden. Einzig
die Kombination aus den beiden Isolaten 78/37 und 118/37 und den beiden Referenzstammen
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11545 und Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 hemmte alle
Testmikroorganismen. Die erzielten Ergebnisse der Untersuchungen der Wachstumsaktivitaten in Milch
weisen darliber hinaus darauf hin, dass diese Isolate an Milch als Substrat angepasst sind. Aufgrund des
Fehlens von Resistenzgenen wurde anschlie3end mit dem Isolat 118/37 weiterverfahren.

Um die Milchsaurebakterien vor der Applikation lagern zu kénnen, wurden diese in einer Laktose-haltigen
Lésung gefriergetrocknet. Fir die Applikation wurden die Bakterien dann in wassriger Ldsung
resuspendiert. Unvertraglichkeiten konnten keine festgestellt werden.

Die Gruppe der mit Milchsaurebakterien behandelten Mastitisfalle unterschied sich nicht signifikant
hinsichtlich Heilung und Neuinfektionen von der Gruppe der evidenzbasiert behandelten Félle.

Offentlichkeitsarbeit und Prasentation

Die Ergebnisse des Projektes wurden veroffentlicht in:

Diepers, A.C., Kromker, V., Zinke, C., Wente, N., Pan, L., Paulsen, K., Paduch, J.H. 2016.
Milchséaurebakterien — Untersuchung hemmender Eigenschaften gegeniber euterpathogenen
Mikroorganismen in-vitro. Vortrag, Mastitisnachmittag der Hochschule Hannover, Hannover, 01.04.2016.
Diepers, A.C., Kromker, V., Zinke, C., Wente, N., Pan, L., Paulsen, K., Paduch, J.H. 2017. In vitro ability
of lactic acid bacteria to inhibit mastitis-causing pathogens. Sustainable Chemistry and Pharmacy 5: 84-
92.

Wallis, J. 2018. In vitro Biofilmbildung von Milchséaurebakterien mit probiotischem Potential. Vortrag,
Mastitisnachmittag der Hochschule Hannover, Hannover, 17.03.2017.

Diepers, A.C., Paduch, J.H., Kromker, V. 2017. Milchsaurebakterien — Entwicklung eines innovativen
Therapeutikums zur lokalen Mastitistherapie. Vortrag, 42. Leipziger Fortbildungsveranstaltung
,Labordiagnostik in der Bestandsbetreuung®, Leipzig, 16.06.2017.

Diepers, A.C. 2017. Isolierung von Milchsaurebakterien mit hemmender Wirkung gegeniber
Euterpathogenen und orientierende Untersuchungen zur intramammaren Anwendung an der bovinen
Milchdrise. Dissertation, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover.

Wallis, J. 2018. Adhasionsfahigkeit biofilmbildender Milchsaurebakterien an das Drisenepithel des
bovinen Euters. Vortrag, Mastitisnachmittag der Hochschule Hannover, Hannover, 02.03.2018.

Wallis, J. 2018. Adhésionsféahigkeit biofilmbildender Milchsédurebakterien an das Driisenepithel des
bovinen Euters. Vortrag, DVG-Kongress, Berlin, 23.03.2018.

Wallis, J., Krémker, V., Paduch, J.H. 2018. Biofilm formation and adhesion to bovine udder epithelium of
potentially probiotic lactic acid bacteria. AIMS Microbiology 4: 209-224.

Weitere Veroffentlichungen sind in Vorbereitung.

Fazit

In dem Projekt wurden Milchsdurebakterien isoliert, die in vitro hemmend auf euterpathogene
Mikroorganismen wirken. In der zweiten Projektphase wurde eine Matrix zur Einbindung der Bakterien
entwickelt und der Feldversuch zur Wirksamkeit durchgefuhrt. Im Vergleich zu einer evidenzbasierten
Mastitistherapie wurden fir die Therapie mit Milchsadurebakterien keine Unterschiede in der Wirksamkeit
ermittelt, so dass eine derartige Therapie ein neues innovatives und nachhaltiges Instrument zur
Behandlung von Mastitiden darstellen kann.
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5. Kurzfassung des Berichts

Bovine Mastitiden, also Entzindungen der Milchdrise des Rindes, stellen in der
modernen Milcherzeugung eine der bedeutendsten Erkrankungen dar, die den grof3ten
Anteil eingesetzter Antibiotika beim Milchrind verantworten. Verursacht werden
Mastitiden vor allem durch Koagulase-negative Staphylokokken, Staphylococcus (S.)
aureus, Streptococcus (Sc.) uberis, Escherichia (E.) coli und Klebsiella spp. Derzeit
werden Mastitiden vor allem antibiotisch behandelt.

Um den Eintrag von Antibiotika in die Umwelt sowie die Milchmenge, die aufgrund von
Hemmstoffen nicht in die Lieferkette gelangen darf, zu verringern und einer
potenziellen Entstehung von Antibiotikaresistenzen entgegenzuwirken, war es das Ziel
des vorliegenden Projektes, ein alternatives Mastitistherapeutikum mit lebenden
Milchsaurebakterien als wirksamer Komponente zu entwickeln.

Insgesamt wurden 416 Milchsaurebakterien-Stamme aus 1.532 Proben
(Viertelgemelksproben, Tankmilch, Gras, Gille, Einstreumaterial) isoliert. 367
Isolate, zwei Referenzstamme und sechs Kombinationen wurden in vitro mit dem
Well-Diffusionstest, bei dem finf Losungen (zellhaltige Bouillon, zellfreie, pH-
eingestellte Losung, mit Pepsin, Trypsin oder Katalase behandelte Lésungen)
eingesetzt wurden, auf ihre Hemmwirkung gegeniiber den euterpathogenen
Mikroorganismen S. aureus, S. epidermidis, S. xylosus, Sc. uberis, Sc. agalactiae
und E. coli gescreent. Eine Hemmung von Sc. uberis konnte durch 175 Stamme bzw.
deren Kombinationen erzielt werden. Einzig die Kombination aus den beiden Isolaten
78/37 und 118/37 und den beiden Referenzstammen Lactococcus lactis subsp. lactis
ATCC 11545 wund Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 hemmte alle
Testmikroorganismen. Die erzielten Ergebnisse der Untersuchungen der
Wachstumsaktivitaten in Milch weisen dartber hinaus darauf hin, dass diese Isolate
an Milch als Substrat angepasst sind. Das Isolat 118/37 hemmte die Endometritis-
Erreger E. coli und Sc. uberis; Trueperella pyogenes wurde in vitro dagegen nicht
gehemmt.

Um eine mdglichst hohe Lagerstabilitat der zu applizierenden Milchsédurebakterien zu
erzielen, werden diese gefriergetrocknet und direkt vor der Applikation in einer Ringer-
Ldsung resuspendiert, um dann durch den Zitzenkanal in ein Euterviertel eingebracht
zu werden. Klinische Unvertraglichkeiten konnten nicht festgestellt werden. Zur ersten
Uberpriifung der Wirksamkeit wurden abschlieRend in einer randomisierten positiv
kontrollierten Feldstudie 100 klinische Mastitiden entweder mit Milchsaurebakterien
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oder konventionell evidenzbasiert behandelt. Die Gruppe der mit Milchsaurebakterien
behandelten Mastitisfalle war in Bezug auf tbliche Confounder (Laktationsnummer,
Tage in Milch, verursachende Mastitiserreger) von der konventionell behandelten
Gruppe nicht signifikant unterschiedlich. Auch in den Zielvariablen ,bakteriologische
Heilung“ und ,Neuinfektion konnten zwischen den Gruppen keine signifikanten

Unterschiede ermittelt werden.

6. Bericht
6.1 Anlass und Zielsetzung des Projekts
Die entzundliche Reaktion der bovinen Milchdrise zahlt zu den bedeutendsten
Erkrankungen hochleistender Milchkihe in Deutschland. Verursacht werden diese
sogenannten Mastitiden vor allem durch pathogene Mikroorganismen, die zumeist von
aulBen durch den Zitzenkanal in das Euter eindringen (IDF 1987). Aufgrund der
Milchleistungseinbul3en, der erh6hten Remontierungsraten und der Therapiekosten
wird der bundesweite jahrliche ékonomische Verlust auf 1,4 Milliarden € geschatzt
(DVG 2012).
Wichtige Mastitiserreger sind neben Koagulase-negativen Staphylokokken und
Staphylococcus (S.) aureus, Streptococcus (Sc.) uberis, Escherichia (E.) coli und
Klebsiella spp. (Kromker 2007, Tenhagen 2009). In den letzten Jahren konnte
aufgrund der Etablierung neuer Managementkonzepte eine Verringerung der
Infektionen mit vor allem kuhassoziierten Erregern (Sc. agalactiae, S. aureus), die sehr
gut an die Milchdrise angepasst sind, und eine Zunahme der Infektionen mit
umweltassoziierten Erregern (Sc. uberis, coliforme Bakterien), die vor allem in der
Umgebung der Tiere vorkommen, beobachtet werden.
Im Mittel erkrankt jede zweite Kuh pro Jahr an einer klinischen Mastitis (Kromker 2007).
Viele klinische Mastitiden werden aufgrund von schnellen Handlungsbedarf derzeit
vorwiegend antibiotisch behandelt. Schaeren (2006) ermittelte fur die Milcherzeugung
83 Antibiotikabehandlungen pro 100 Tiere und Jahr. Es wird davon ausgegangen,
dass die Anwendung von Antibiotika in der Tierhaltung die Resistenzentstehung
beglnstigen kann (Diez-Gonzalez 2007), zum anderen kdonnen durch die direkte
Ausscheidung durch die behandelten Tiere oder die Ausbringung von Giille und Mist
Antibiotika in die Umwelt gelangen (Kuster et al. 2013).
Im Rahmen dieses Vorhabens soll ein alternatives Therapeutikum entwickelt werden,
welches lebende Mikroorganismen als aktive Komponente enthalt. Hierfir sollen
Milchsaurebakterien, die auch natirlicherweise im Umfeld der Milcherzeugung
vorkommen, in ein Praparat eingebunden werden, um so den Einsatz von Antibiotika
8



in der Milcherzeugung zu reduzieren. Im Fokus des Vorhabens stehen dabei zwei

wesentliche Ziele der Umweltentlastung:

1.

Durch den verminderten Einsatz von Antibiotika in der Milcherzeugung soll deren
Eintrag in die Umwelt (Boden, Oberflachenwasser, Grundwasser) reduziert
werden. Derzeit ist davon auszugehen, dass die Verminderung des
Antibiotikaeinsatzes a) mit einer positiven Entwicklung der Bodenmikroflora vor
allem landwirtschaftlicher Nutzflachen, auf denen Giille als Diinger ausgebracht
wird, und b) mit einer Reduzierung der Entstehung von Metaboliten, die
moglicherweise auch in das Grundwasser ubergehen koénnen und deren
Wirkungen derzeit nur unzureichend bekannt sind, einhergeht.

Die Menge der Milch, die aufgrund von Hemmstoffen und den daraus folgenden
Wartezeiten nicht in die Lieferkette gelangen darf, soll vermindert werden.

Zusatzlich kann der Entstehung von Antibiotikaresistenzen vor allem euterpathogener

Mikroorganismen und Zoonose-Erreger entgegengewirkt werden.

6.2 Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Screening und Charakterisierung der Stamme

Die wesentlichen Arbeitsschritte und Ergebnisse des Screenings geeigneter

Milchsaurebakterien-lsolate sowie deren weiterer Charakterisierung wurden publiziert

in u.a. (vollstandige Liste der Publikationen unter Gliederungspunkt 6.5.1):

Diepers, A.C., Kromker, V., Zinke, C., Wente, N., Pan, L., Paulsen, K., Paduch, J.H.
2017. In vitro ability of lactic acid bacteria to inhibit mastitis-causing pathogens.
Sustainable Chemistry and Pharmacy 5: 84-92.

Diepers, A.C. 2017. Isolierung von Milchsaurebakterien mit hemmender Wirkung
gegenuber Euterpathogenen und orientierende Untersuchungen zur intramammaren
Anwendung an der bovinen Milchdriise. Dissertation, Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover.

Wallis, J., Kromker, V., Paduch, J.H. 2018. Biofilm formation and adhesion to bovine
udder epithelium of potentially probiotic lactic acid bacteria. AIMS Microbiology 4:
209-224.

Diepers et al. (2017) untersuchten die Hemmung der pathogenen Mikroorganismen
Escherichia (E.) coli DSM 4230, S. aureus ATCC12600, Sc. agalactiae ATCC27956,
Sc. uberis ATCC 700407, S. epidermidis 575/07 und S. xylosus 35/07 durch aus
verschiedenen Probenmaterialien isolierte Milchsaurebakterien mit dem Well-

Diffusionstest. Isolate, die eine Hemmwirkung aufwiesen, wurden auf Basis ihrer



biochemischen Eigenschaften und molekularbiologisch identifiziert. Daneben
untersuchten die Autoren die Anlagerung ausgewdhlter Isolate an Zellen der
Zitzenkanalepithels, die Bildung von Hamolysinen, das Vorhandensein von
Resistenzgenen und das Wachstum in Milch. Ergédnzend dazu untersuchten Wallis
et al. (2018) die Fahigkeiten 13 hemmend wirkender Stdmme, in vitro Biofilme zu
bilden sowie sich an Zellen des Euterepithels anzulagern.

Die in vitro-Hemmung der Endometritis-Erreger E. coli, Sc. uberis und Trueperella
pyogenes durch das Isolate 118/37 wurde vor dem Hintergrund einer geplanten
Endometritis-Therapie mit Milchsaurebakterien in Anlehnung an Diepers et al. (2016)
untersucht.

Zusatzlich wurden die ,Haltbarmachung” des Stammes 118/37 durch Gefriertrocknung
und die Einbindung in eine geeignete Matrix untersucht.

Untersuchung von Vertraglichkeit und Etablierung sowie Dosisfindung

Im Rahmen eines ersten Feldversuches wurde die Vertraglichkeit der Applikation bei
Milchkiihen untersucht (Diepers 2017). Fur die orientierenden Untersuchungen zur
Gewebereaktion und Auswirkungen auf das Allgemeinbefinden nach intramammarer
Applikation der Milchséaurebakterien wurden drei altere, klinisch gesunde Kihe (> 7.
Laktation) gewahlt. Ausschlusskriterien waren eine klinische Mastitis, andere sichtbare
Erkrankungen mit Verdnderung des Allgemeinzustandes, Zitzenverletzungen,
systemische oder intramammaére Behandlungen mit einem antimikrobiellen Préaparat
in den letzten 30 Tagen oder eine Milchleistung von weniger als 5 kg am Tag. Fur den
Dosisfindungsversuch  wurden drei  klinisch  eutergesunde Tiere (keine
Entzindungszeichen des Eutergewebes oder sichtbare Verdnderungen im
Milchsekret) bei gleichen Ausschlusskriterien ausgewahlt. Die Durchfihrung dieses
Versuchs wurde vom Niederséachsischen Landesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit unter dem Aktenzeichen 33.12-42502-04-15/1909 genehmigt.
Dazu wurden fur die Untersuchung der Gewebereaktion jeweils 10 ml einer
Suspension mit 5 x 10* und 6 x 10° koloniebildende Einheiten (KbE)/ml des Stammes
118/37 und fir die Dosisfindung 1 x 10% KbE/ml, 2 x 10% KbE/ml, 3 x 10 KbE/ml in
Euterviertel eingebracht. Zur erstmaligen Prifung der Gewebevertraglichkeit und
Einstufung der zellularen und klinischen Reaktion des Euters nach Applikation von
Milchsaurebakterien wurden bei drei Kihen zwei unterschiedliche, niedrige
Bakterienkonzentrationen angewendet. In drei Euterviertel jeder Kuh wurden einmalig

entweder 10 ml einer Bakteriensuspension mit 104 KbE/ml , 10 KbE/ml Lb. plantarum
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118/37 oder nur das verwendete Losungsmittel nach der Melkung appliziert. Das
verbleibende Viertel wurde als Kontrollviertel nicht behandelt. Fir den
Dosisfindungsversuch ~ wurden drei  Euterviertel jeder Kuh mit einer
Bakteriensuspension mit 1 x 108 KbE/ml, 2 x 10%° KbE/ml und 3 x 10% KbE/mI Lb.
plantarum 118/37 behandelt. Das verbleibende Viertel wurde als Kontrollviertel nicht
behandelt. Nach klinischer Untersuchung des Euters und Beurteilung des Sekretes
wurden unter aseptischen Bedingungen Viertelanfangsgemelksproben gezogen und
die jeweiligen Behandlungen den Eutervierteln randomisiert zugeteilt. Die
gefriergetrockneten  Milchséaurebakterien wurden zur Applikation zunachst
resuspendiert. Nach Desinfektion der Zitzenkuppe mit 70%igem Alkohol wurden die
Applikationsdosen mittels einer Spritze mit aufgesetzter Zitzenkanule (17 mm) durch
den Zitzenkanal direkt in die Zitzenzisterne verbracht. Im Anschluss wurden bei jeder
Melkung eine klinische Untersuchung des Allgemeinbefindens und des Euters und
eine Beurteilung des Milchsekretes durchgefiihrt. Das Euter wurde im Hinblick auf
Verhartungen, Schwellungen, Schmerzhaftigkeit und Warme palpiert und das Sekret
visuell auf Flocken und Farb- und Konsistenzveranderungen untersucht. Zusatzlich
wurden Viertelanfangsgemelksproben gezogen. Die Milchproben wurden in
Anlehnung an die DVG-Leitlinien (DVG 2009) zytomikrobiologisch untersucht. Dabei
wurden die Erreger isoliert und identifiziert und deren Ausscheidungsmenge
semiquantitativ. bestimmt. Der Gehalt somatischer Zellen wurde mit dem
Durchflusszytometer Somascope Smart (Delta Instruments B.V. Drachten,
Niederlande) bestimmt. Die Auszdhlung und Differenzierung der Leukozyten
(Lymphozyten, Makrophagen und PMN) und Epithelzellen wurde mittels des
mikroskopischen Referenzverfahrens nach 1ISO 13366-1:2008 durchgefiihrt. Um einen
maoglichen Nachweis von Lb. plantarum 118/37 in der Milch zu ermdglichen, wurden
parallel zweimal 0,1 ml der Milchprobe zunéachst auf MRS-Agar (Merck, Darmstadt,
Deutschland) ausgestrichen und bei 37°C flr 48 h bebritet. Vier Kolonien, die
phanotypisch dem Wachstum von Lb. plantarum 118/37 glichen, wurden pro Ausstrich
entnommen und auf Askulin-Blutagar tiberfiihrt (37°C, 48 h). Mit der RAPD (randomly
amplified polymorphic DNA)-Methode wurden die Bandenmuster der replizierten
Fragmente dieser Isolate mit denen von Lb. plantarum 118/37 verglichen (Gillespie et
al. 1997). Eine Ubereinstimmung wurde als Nachweis angesehen. Hierfur wurde die
DNA der gewonnenen lIsolate mit einem einzelnen Primer amplifiziert und das

entstehende Muster der DNA-Fragmente mit dem von Lb. plantarum 118/37
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verglichen. Die DNA-Extraktion wurde mittels kommerziellen Qiagen DNeasy Blood
and Tissue Kits nach Herstellervorgaben durchgefuhrt. Das Reaktionsvolumen (25 pl)
fur jeden PCR-Ansatz enthielt 12,5 pl Fast Start Universal SYBR Green Master (Rox)
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), 5 ul DNA-Extrakt und 1 pl
(100 pmol/ul) Primer OPE-04 (biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland) aufgefullt mit
Wasser (Water Molecular biology degrade BC; AppliChem, Darmstadt, Deutschland).
Die Amplifikationen wurden in einem Stratagene Mx 3005P Thermocycler
durchgefiihrt. Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet: Nach einem initialen
Denaturierungsschritt bei 95°C fir 120 s wurde der Thermocycler auf 95°C fir 70 s,
33°C fur 60 s und 72°C fur 60 s eingestellt. Die Amplifikationen wurden in 35 Zyklen
durchgefihrt, und die Abkuhlungszeit von 95°C auf 33°C betrug 150 s. Nach Farbung
mit Midori Green Direct (Nippon Genetics Europe GmbH, Duren, Deutschland) wurden
die PCR-Produkte mittels 1,5%iger Agarosegel-Elektrophorese (100 V, 2 h) getrennt
und anschlie3end durch UV-Illlumination mit Gene Snap (Synergene, Cambridge, UK)
visualisiert.

Klinisch kontrollierte randomisierte Feldstudie zur Therapie klinischer
Mastitiden

Zur Ermittlung der Effekte auf Mastitiden wurden im Rahmen einer klinisch
kontrollierten randomisierten Feldstudie in einem kommerziellen Milchviehbetrieb 100
Tiere, die auf einem Viertel eine Mastitis aufwiesen, entweder mit dem entwickelten
Milchsaurebakterienpraparat  (Versuchsgruppe) oder im Rahmen eines
konventionellen  evidenzgesicherten = Behandlungskonzeptes  (Kontrollgruppe)
behandelt. Tiere der Versuchsgruppe wurden zweimalig im Abstand von 24 h
behandelt. Eine applizierte Dosis enthielt bei einem Volumen von 10 ml im Mittel 7,5 x
108 KbE des Stammes 118/37. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden wie folgt
behandelt (Kromker et al., 2018): Beim Feststellen einer klinischen Mastitis wurde eine
Probe gezogen und mit einem Schnelltest (mastDecide, QUIDEE GmbH), der die
Unterscheidung ,Gram-positiver Erreger, ,Gram-negativer Erreger® und ,kein
Erregernachweis” erlaubte, mikrobiologisch untersucht. Das Tier wurde zunachst mit
einem NSAID behandelt. Leichte und mittelschweren Mastitiden (leicht: Grad 1:
Milchcharakter  verédndert, Flocken; mittelschwer: Grad 2: zusatzlich
Euterveranderungen) therapiewdrdiger Tiere, die durch Gram-positive Erreger
verursacht wurden, wurden lokal antibiotisch behandelt. Bei therapieunwirdigen

Tieren bzw. Gram-negativen Erregern und keinem Erregernachweis erfolgte die
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Therapie mit Entziindungshemmern; auf eine lokale Antibiose wurde dabei verzichtet.
Im Fall schwerer Mastitiden (Grad 3: Grad 2 + gestortes Allgemeinbefinden) wurden
sofort eine systemische Antibiose und eine Flussigkeitstherapie eingeleitet. Die
weitere Behandlung erfolgte wie beschrieben in Abhangigkeit von Erregernachweis
und Therapiewdrdigkeit. Matchingkriterien waren die Laktation (1, >1) und der
Schweregrad der Mastitis (Grade 1, 2, 3).

Am Tag der Feststellung der Mastitis sowie 14 + 2 Tage (Zeitpunkt K1) und 21 £ 2
Tage (Zeitpunkt K2) nach Behandlungsende wurden in Anlehnung an die Leitlinien der
DVG (2009) und Mansion-de Vries et a. (2014) Viertelanfangsgemelksproben
aseptisch gezogen und zytomikrobiologisch untersucht. Eine Probe wurde als
kontaminiert eingestuft, wenn mehr als zwei unterschiedliche Erreger isoliert werden
konnten. Die Analyse der Daten erfolgte mit verallgemeinerten linearen Modellen.
Zielvariablen waren ,mikrobiologische Heilung“ (ja/nein) und ,Neuinfektion® (ja/nein),
unabh&ngige Variablen waren die Laktationsnummer (1, > 1), die Tage in Milch (< 100,
101-200, >200), die Gruppe des verursachenden Erregers, der Mastitisgrad und die
Gruppe (Versuchsgruppe [mit Milchsaurebakterien behandelt], Kontrollgruppe).

6.3 Ergebnisse

6.3.1 Darstellung der tatsachlich erzielten Ergebnisse

Screening und Charakterisierung der Stamme

Insgesamt  konnten 416  Milchséurebakterien-lsolate aus 1.532 Proben
(Viertelanfangsgemelksproben, Tankmilchproben, Gras, Gille, Einstreumaterial)
isoliert werden. 367 Isolate, zwei Referenzstamme (Lactococcus (Lc.) lactis subsp.
lactis ATCC 11454, Lactobacillus (Lb.) rhamnosus ATCC 7469) und sechs
Kombinationen wurden mit dem Well-Diffusionstest auf inre Hemmwirkung gegentiber
Staphylococcus (S.) aureus, S. epidermidis, S. xylosus, Streptococcus (Sc.) uberis,
Sc. agalactiae und Escherichia (E.) coli untersucht. 170 Isolate hemmten das
Wachstum von Sc. uberis, 78 von S. epidermidis, 37 von S. aureus, 36 von S. xylosus,
14 von E. coli und 13 von Sc. agalactiae. Nur die Kombination der Wildstamme 78/37
und 118/37 und der beiden Referenzstamme hemmte das Wachstum aller sechs
Indikatorkeime. Alle vier Stamme waren in der Lage, in Milch zu wachsen.

Die Untersuchung des Biofilmbildungsvermégens und der Adhéasion an
Euterepithelzellen der Wildstamme Lb. plantarum 2/37, Lactococcus lactis subsp.

lactis 33/30, Lb. paracasei subsp. paracasei 35/37, Lb. paracasei subsp. paracasei
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42/37, Lb. brevis 46/30, Lb. paracasei subsp. paracasei 78/37, Lb. brevis 104/37, Lb.
plantarum 118/37, Lb. paracasei subsp. paracasei 123/37, Lb. buchneri SX.A.2 und
Lb. plantarum 6E sowie die Referenzstamme Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 und
Lb. rhamnosus ATCC 7469 ergab, dass vor allem Lb. plantarum 2/37, Lb. brevis
104/37, Lb. plantarum 118/37, Lb. plantarum 6E, Lb. brevis 46/30, Lb. paracasei
subsp. paracasei 123/37 und Lb. rhamnosus ATCC 7469 zur Biofilmbildung bzw.
Adhasion an Drusenepithelzellen fahig sind.
Aufgrund der vorhandenen Antibiotikaresistenzen und eines potenziellen Transfers
der Resistenzgene auf andere Mikroorganismen bzw. der Einstufung in die
Risikogruppe 2 wurden, vor dem Hintergrund der angestrebten zukunftigen
Anwendung bei lebensmittelliefernden Tieren, der Referenzstamm Lactococcus lactis
subsp. lactis ATCC 11454 und der Stamm 78/37 (Lactobacillus paracasei) bzw. der
Stamm Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 aus den weiteren Untersuchungen
(Hemmung von Endometritis-Erregern, Feldversuchen) ausgeschlossen. So konnten
bei dem Wildstamm 78/37 das Gen ermC und bei Lactococcus lactis subsp. lactis
ATCC 11454 das Gen ermB nachgewiesen werden.
Der Stamm 118/37 war in der Lage, in vitro alle eingesetzten Isolate (jeweils sechs
Isolate) der Endometritis-Erreger E. coli und Sc. uberis zu hemmen. Die zellfreien und
pH-eingestellten bzw. zusatzlich enzymatisch behandelten Bouillons fuhrten nur bei
Sc. uberis zu einer Hemmung des mikrobiellen Wachstums. Die sechs Trueperella
pyogenes-Isolate wurden dagegen durch keine der eingesetzten Lésungen gehemmt.
Um die Milchsaurebakterien fur die weiteren Feldversuche lagern zu kénnen, wurden
diese gefriergetrocknet. Dabei kam folgendes allgemeines Protokoll zur Anwendung:
1.) 0,1 mlLb. plantarum (118/37) in 10 ml MRS-Bouillon (17h, 37°C)
2.) Standardisierung der Keimzahl durch Zugabe von Ringer-Losung
3.)  Zentrifugation (2000 n/min, 10min), Uberstand entfernen
4.)  mit 10 ml Ringer-L6sung waschen
5.) Zentrifugation (2000 n/min, 10min), Uberstand entfernen
6.)  Auffullen auf 50 ml mit folgender L6sung:

Volumen 200 ml: 50 ml Ringer-L6sung (Infusionslésung hum. med.) mit 5 %

Laktose, verdinnt mit 150 ml pyrogen-freiem Wasser
7.)  je 1 ml Abflllen in Rollrandgefalie
8.) Gefalle mit Gummistopfen fur Gefriertrocknung luftdurchlassig verschliel3en
9. Einfrieren bei -80 °C fur mindestens 3 h
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10.) Gefriertrocknen (0,7 m bar, -24°C, 23 h)

11.) Geféalie dicht verschlie3en

12.) Lagerung bei -20°C

Die Resuspendierung erfolgte direkt vor der Applikation mit 10 ml steriler Yastarker
Ringer-Lésung.

Untersuchung von Vertraglichkeit und Etablierung sowie Dosisfindung

In Untersuchungen zur Gewebevertraglichkeit wurden 10 ml einer Suspension von Lb.
plantarum 118/37 in den Keimdichten 5 x 10* und 6 x 10° KbE/ml in die bovine
Milchdriise verbracht. Es konnten keine Stérungen des Allgemeinbefindens oder
sichtbare Beeintrachtigungen des Eutergewebes festgestellt werden. Ein moderater
Anstieg der somatischen Zellzahl in der Milch konnte in allen Eutervierteln ermittelt
werden. Bei einer Dosierung von 6 x 10° KbE/ml kam es zu einer kurzzeitigen
Sekretveranderung in Form von Flockenbildung. Lb. plantarum 118/37 konnte bis zu
36 h nach Applikation aus Milchproben isoliert und mittels RAPD-PCR im Milchsekret
nachgewiesen werden.

Untersuchungen zur Dosisfindung wurden an drei weiteren, klinisch eutergesunden
Kuhen durchgefiihrt. Die gewahlten Dosierungen waren 1,0 x 106, 2,0 x 108 und 3,0 x
108 KbE/ml Lb. plantarum 118/37. Unabhangig von der infundierten Menge der
Milchsaurebakterien waren keine Storungen des Allgemeinbefindens oder sichtbare
Veranderungen des Eutergewebes feststellbar. Flockenbildung im Milchsekret wurde
kurzzeitig bei der héchsten Dosierung in zwei Vierteln festgestellt. Die Behandlung mit
der Lebendkultur verursachte in allen Vierteln einen signifikanten Zellzahlanstieg 12 h
nach Applikation. 12 h nach Applikation von 3,0 x 10% KbE/ml wurden in zwei
Eutervierteln Flocken festgestellt, welche 24 h nach Applikation nicht mehr zu finden
waren. Die niedrigeren Dosierungen verursachten keine Sekretveranderungen,
allerdings war die Immunantwort hier verzogert. Wahrend bei der Dosierung von 3,0
x 108 KbE/ml der Zellzahlhéhepunkt nach 12 h und die Ruckkehr zum
Anfangszellgehalt nach 24-36 h erreicht wurde, war diese Reaktion bei den
niedrigeren Dosierungen um 12 bis 24 h verschoben.

Dem Zellzahlanstieg lag eine Rekrutierung phagozytotischer Zellen zugrunde, vor
allem polymorphkerniger, neutrophiler Granulozyten. Fir eine Etablierung in der
Milchdriise gibt es keine Hinweise, da Lb. plantarum 118/37 unabhangig von der
angewandten Dosierung nicht langer als 36 h im Milchsekret identifizierbar war.
Feldstudie zur Therapie klinischer Mastitiden
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Insgesamt wurden 50 Mastitisfalle mit Milchsaurebakteiren behandelt. Im Median
befanden sich die Tiere in der 4. Laktation (Minimum: 1. Laktation, Maximum:
9. Laktation). Drei Falle traten in der ersten Laktation, 47 Falle in hoheren Laktation
auf. 36 Falle wurden als leicht (Grad 1), 11 Falle als mittelschwer (Grad 2) und drei
Féalle als schwer (Grad 3) eingestuft.

Bei 15 (Versuchsgruppe) bzw. 14 Fallen (Kontrollgruppe) wurden Erreger
nachgewiesen. Als haufigste Erreger wurden aus Proben, die zum Zeitpunkt des
Auftretens der Mastitiden gezogen wurden, Streptococcus (Sc.) uberis, Escherichia
(E.) coli und Koagulase-negative Staphylokokken (KNS) isoliert (Tabelle 1). Die
Erregerverteilung unterschied sich nicht zwischen den beiden Gruppen
(Versuchsgruppe, Kontrollgruppe; Chi-Quadrat-Test, P > 0,05).

Tabelle 1: Nachweis von Mastitiserregern in Viertelanfangsgemelksproben von an
Mastitiden erkrankten Eutervierteln (Versuchsgruppe: mit Milchsdurebakterien
behandelt)

Befund Versuchsgruppe Kontrollgruppe
0.b.B.t 35 36
Sc. uberis 6 4
E. coli 2 2
andere coliforme Bakterien 1 1
KNS? 2 3
sonstige Erreger 2 2
Mischinfektion 1 1
kontaminiert® 1 1

1. ohne besonderen Befund
2. Koagulase-negative Staphylokokken

3: Nachweis von mehr als zwei Erregern

Zwei Tiere aus der Versuchsgruppe wurden gemerzt (Merzungsgrinde: 1 x
Eutergesundheit, 1 x anderer Grund), so dass keine Kontrollproben gezogen werden
konnten. In jeweils zwei Féllen wurde der Erreger, der zum Zeitpunkt der Mastitis
nachgewiesen wurden, bei beiden Nachkontrollen festgestellt (Versuchsgruppe: Sc.
uberis, sonstige Streptokokken; Kontrollgruppe: Sc. uberis, KNS). In der

Versuchsgruppe wiesen 46 Viertel zum Zeitpunkt K1 und 42 zum Zeitpunkt K2 und in
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der Kontrollgruppe 45 Viertel zum Zeitpunkt K1 und 39 Viertel zum Zeitpunkt K2 einen
somatischer Zellgehalt der Milch von Uber 100.000 Zellen/ml oder ein sinnfallig
verandertes Sekret auf.

Die statistische Analyse der Daten ergab, dass keine signifikanten Unterschiede der
Heilung und der Neuinfektion zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe
bestanden (jeweils P > 0,05). Die Gruppen unterschieden sich nicht in der
Laktationsnummer, dem Laktationsstadium, der Verteilung der verursachenden

Mikroorganismen und dem Mastitisgrad (jeweils P > 0,05).

6.4 Diskussion
6.4.1Inwieweit wurden die verfolgten Ziele erreicht?
Im Rahmen der Untersuchungen konnten aus verschiedenen Probenmaterialien (u.a.
Milch, Gras, Gille) Milchsaurebakterien isoliert werden, die

1. langerfristig kultivierbar sind,

2. invitro hemmend auf euterpathogene Mikroorganismen wirken,

3. an Euterepithelzellen binden und

4. in Milch wachsen/uberleben
und damit potenziell fur die Anwendung in der Milchdrise geeignet sind. Eine Matrix
zur Einbindung der Milchsaurebakterien konnte erfolgreich entwickelt werden.
Unvertraglichkeiten wurden in dem sich anschlieBenden Feldversuch keine
festgestellt. Allerdings konnten Effekte auf die Immunreaktion beobachtet werden.
Die Ergebnisse des Feldversuches haben deutlich gemacht, dass eine
Mastitistherapie mit Milchs&urebakterien ein geeignetes und nachhaltiges Instrument
darstellen kann. Weitere Untersuchungen sind allerdings erforderlich, um die
Wirksamkeitsdaten auf eine breitere Basis zu stellen und um z.B. mogliche Lager- und
Applikationsformen zu prufen. Aufgrund der tierschutzrechtlichen Gegebenheiten war
die erste klinische Feldstudie so angelegt, dass mit der kleinstméglichen
Untersuchungsstichprobe die grundsatzliche Nichtunterlegenheit der neuen Therapie
gegenuber konventionellen Therapieformen geprift wurde. In einem weiteren Schritt

ist eine grof3ere klinische Studie erforderlich.
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6.4.2Woraus ergeben sich die Abweichungen der erhaltenen Ergebnisse?
Abweichungen der erhaltenen Ergebnisse traten nicht auf. Die Aufnahme geeigneter
Tiere fur die Feldversuche verzigerte sich, so dass das Projekt kostenneutral

verlangert wurde.

6.4.3Wie gestaltete sich die Arbeit mit den unterschiedlichen
Kooperationspartnern?

Die Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern war sehr gut. Mit dem Partner Dr.

Windmann Pharma GmbH fand ein regelmafiger Austausch tber neue Erkenntnisse

und weitere MalRBnahmen in Projekttreffen, telefonisch oder schriftlich statt. Herr Prof.

Dr. med. vet. Heuwieser hat Stamme von Sc. uberis, E. coli, Trueperella pyogenes und

Fusobacterium spp. fur weitere Untersuchungen bereitgestellt, die bei bovinen

Endometritiden isoliert wurden.

6.5 Offentlichkeitsarbeit

6.5.1Wie werden die Ergebnisse veroffentlicht?

Die Ergebnisse des Projektes wurden in zahlreichen Publikationen veréffentlicht:
Diepers, A.C., Kromker, V., Zinke, C., Wente, N., Pan, L., Paulsen, K., Paduch, J.H.
2016. Milchsaurebakterien — Untersuchung hemmender Eigenschaften gegentber
euterpathogenen Mikroorganismen in-vitro. Vortrag, Mastitisnachmittag der
Hochschule Hannover, Hannover, 01.04.2016.

Diepers, A.C., Kromker, V., Zinke, C., Wente, N., Pan, L., Paulsen, K., Paduch, J.H.
2017. In vitro ability of lactic acid bacteria to inhibit mastitis-causing pathogens.
Sustainable Chemistry and Pharmacy 5: 84-92.

Wallis, J. 2018. In vitro Biofilmbildung von Milchsaurebakterien mit probiotischem
Potential. Vortrag, Mastitisnachmittag der Hochschule Hannover, Hannover,
17.03.2017.

Diepers, A.C., Paduch, J.H., Krémker, V. 2017. Milchsaurebakterien — Entwicklung
eines innovativen Therapeutikums zur lokalen Mastitistherapie. Vortrag, 42.
Leipziger Fortbildungsveranstaltung ,Labordiagnostik in der Bestandsbetreuung®,
Leipzig, 16.06.2017.

Diepers, A.C. 2017. Isolierung von Milchsaurebakterien mit hemmender Wirkung

gegenuber Euterpathogenen und orientierende Untersuchungen zur intramammaren
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Anwendung an der bovinen Milchdrise. Dissertation, Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover.

Wallis, J. 2018. Adhéasionsfahigkeit biofilmbildender Milchs&durebakterien an das
Drusenepithel des bovinen Euters. Vortrag, Mastitisnachmittag der Hochschule
Hannover, Hannover, 02.03.2018.

Wallis, J. 2018. Adhéasionsfahigkeit biofilmbildender Milchsédurebakterien an das
Driusenepithel des bovinen Euters. Vortrag, DVG-Kongress, Berlin, 23.03.2018.
Wallis, J., Kromker, V., Paduch, J.H. 2018. Biofilm formation and adhesion to bovine
udder epithelium of potentially probiotic lactic acid bacteria. AIMS Microbiology 4:
209-224.

Weitere Veroéffentlichungen (u.a. zur Feldstudie) befinden sich zum Zeitpunkt der

Berichterstellung in Vorbereitung.

6.5.2Wer partizipiert an den Ergebnissen?

Das Projekt liefert wesentliche Erkenntnisse fur die Entwicklung probiotischer Kulturen
fur die Anwendung bei Nutztieren, so dass vor allem veterinarpharmazeutische
Unternehmen von diesem Projekt profitieren. Die erzielten Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Anwendung von Milchséurebakterien bei bovinen Endometritiden, die
durch E. coli und Sc. uberis verursacht werden, eine geeignete therapeutische
Malnahme darstellen kann. Milchsaurebakterien erwiesen sich als geeignet fur die

Therapie von Mastitiden.

6.5.3Wird das Vorhaben tber die Projektlaufzeit weitergefuhrt?

Das Vorhaben soll Gber die Projektlaufzeit hinaus fortgefihrt werden. Die Entwicklung
des Therapeutikums bis zur Marktreife wird durch das Projektkonsortium angestrebt.
Weitere Anwendungsgebiete (z. B. Therapie von Endometritiden) sollen dartber
hinaus erschlossen werden. Allerdings ist trotz guter Ergebnisse der Prozess bis zur
Marktreife noch erheblich risikobehaftet, sodass weitere Ooffentliche Fdrderung

erschlossen werden muss.

6.6 Fazit

6.6.1Hat sich die Vorgehensweise bewahrt?

Aufgrund der engen Anlehnung der Untersuchungen an das bestehende Wissen und
an das in der Literatur beschriebene Vorgehen hat sich das Vorgehen bewahrt. Aus
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den Untersuchungen sind zahlreiche Publikationen hervorgegangen, die fir weitere

Entwicklungsschritte essentiell sind.

6.6.2Werden Anderungen der Zielsetzung notwendig?

Anderungen der Zielsetzung waren nicht erforderlich.
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