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Mastitisdiagnostik

Stellungnahme des Sachverstindigenausschusses
zur Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

in der Mastitisdiagnostik

Vorbemerkung

In den vergangenen Wochen sind unter den
tierdrztlichen Labordiagnostikern, die sich
schwerpunktmaRig mit der mikrobiologischen
Diagnostik von Eutererkrankungen auseinan-
dersetzen, intensive Diskussionen iiber neue
Technologien zur Diagnostik von Mastitis-
erregern aus Milchproben gefiihrt worden.
Insbesondere hat ein Mastitis-PCR-Testkit
Anlass fiir viele Debatten gegeben.

Der Sachverstandigenausschuss ,Subkli-
nische Mastitis” der Deutschen Veterindrme-
dizinischen Gesellschaft (DVG), der unldngst
die tiberarbeiteten , Leitlinien Entnahme von
Milchproben unter antiseptischen Bedingungen
und Isolierung und Identifizierung von Mastitis-
erregern” (2. Auflage, Juni 2009) herausgege-
ben hat, nimmt dazu wie folgt Stellung:

Die Erzeugung qualitativ hochwertiger und
gesundheitlich unbedenklicher Lebensmittel
ist ein gesellschaftspolitisches Anliegen. Der
Begriff Qualitatistallgemein definiertals die
Summe aller Eigenschaften eines Objektes in
Bezug auf seine Eignung fiir bestimmte Zwe-
cke. Auf das Lebensmittel Milch {ibertragen
bedeutet dies, Rohmilch muss eine substanziell
physiologische Beschaffenheit aufweisen und
frei von pathogenen Mikroorganismen, mikro-
biellen Toxinen, chemischen Kontaminanten
und Riickstédnden sein.

In diesem Sinn hat die Bekdampfung von
Eutererkrankungen auf der Grundlage einer
qualifizierten Diagnostik einen hohen Stellen-
wert. Zur Identifizierung von Mastitiserregern
stehen neben konventionell bakteriologischen
Verfahren auch moderne molekularbiologische
Verfahren zur Verfiigung. Inshesondere die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) hat revolu-
tiondre Entwicklungen in der Diagnostik von
Infektionskrankheiten ausgelost.

Seit Mitte der 1990er Jahre sind in derinter-
nationalen wissenschaftlichen Literatur Arbei-
ten zum Nachweis von Mastitiserregern mittels
dieser Methode verdffentlicht worden [Jayarao
etal. 1996; Forsman etal. 1997; Zschock et al.
1999; Kim et al. 2001; Riffon et al. 2001; Daly
etal. 2002; Meiri-Bendek et al. 2002; Phuektes
etal. 2001; Zschock et al. 2003; Gillespie and
Oliver 2005; Graber et al. 2007; Graber et al.
2008; Kosinen etal. 2009; Taponen etal. 2009].
Auch in Deutschland wird das Verfahren seit
einigen Jahren bei entsprechender Indikation
von einigen Arbeitsgruppen bzw. Diagnostik-
labors, wenn auch nicht unbedingt in der
Routinediagnostik, angewandt.

Grundsatzlich ist bei der Auswahl diagnos-
tischer Verfahren zu beriicksichtigen, dass die
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Mastitisbekdmpfung im jeweiligen Betrieb eine
ganzheitliche Betrachtung des Infektionsge-
schehens und somit eine Bestandsdiagnos-
tik erfordert. Dabei geht es primdr um eine
Feststellung der Leitkeime, um geeignete
Bekdmpfungsmalnahmen festzulegen. Ins-
besondere sind auch Erreger subklinischer
Mastitiden in die dtiologische Diagnostik
einzubeziehen. Ein Nachweis des Mastitis-
erregers in jeder Viertelgemelksprobe unter
Einbeziehung aufwandiger Verfahren ist nicht
zwingend erforderlich. Da es sich im Rahmen
von Bekdmpfungsprogrammen in der Regel
um ein langfristiges Gesundheitsproblem des
Gesamtbestandes handelt, ist kein unmittel-
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barer therapeutischer Interventionsbedarf
gegeben.

Der Nachweis der ursdchlichen Erreger
bei klinischen Mastitiserkrankungen ist zwar
im Einzelfall fiir eine zielgerichtete Therapie
erforderlich, wird jedoch langfristig nur bei
konsequenter Durchfiihrung und Einbeziehung
in ein Gesamtkonzept, in dem vor allem auch
Erreger subklinischer Mastitiden erfasst wer-
den, zum Erfolg von Bekdmpfungsprogrammen
beitragen.

Tab. 1: Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in der Mastitisdiagnostik

e Schnelligkeit — Diagnose innerhalb von
wenigen Stunden maglich

* hohe Kosten fiir Reagenzien bzw. kommer-
zielle Testkits, spezielle Gerdteausstattung
erforderlich

e hohe Nachweisempfindlichkeit und Spezifitat

e vereinfachter Nachweis von schwer anziicht-
baren Erregern (z. B. Mycoplasma spp.)

e Screening auf spezifische Erreger, die nurim
Euter vorkommen (Streptococcus agalactiae,

Mycoplasmen) auch in Tankmilch oder Gesamt-

gemelksproben bzw. Poolproben maglich

e mdglicher Erregernachweis bei kulturell
negativen Proben, z.B. bei klinischen
Mastitiden, ggf. auch nach Vorbehandlung

e Identifizierung von kulturellen Isolaten

e Typisierung von Isolaten fiir epidemiologische

Zwecke, Nachweis von Virulenzfaktoren

* Moglichkeit der Automatisierung

Maglichkeit falsch-positiver Befunde durch
- Kontaminationen vor der Probenahme
(Sammelproben, line and tank sampling)
- Kontaminationen bei der Probenahme
durch Oberflachen von Geratschaften
(z. B. Gesamtgemelksproben, Tankproben)
- Kreuzkontaminationen bei der Proben-
aufbereitung

Mdglichkeit falsch-negativer Befunde durch

— geringe Sensitivitat — abhangig vom Erreger

- Storfaktoren im PCR-Ansatz

- Erregervarianten, die Mutationen in der
Zielsequenz der Primer aufweisen

— Zerstorung der Ziel-Nukleinsdauren durch
Kontamination der Probe mit DNAsen

- Nichterfassung bestimmter Spezies durch
eingeschranktes diagnostisches Spektrum

dtiologische Bedeutung nachgewiesener
Erreger fraglich

Einsatz zur Uberpriifung eines Therapieer-
folges eingeschrankt, da auch nicht vermeh-
rungsfahige Erreger nachgewiesen werden,
nur bei ausreichendem zeitlichem Abstand
moglich

Antiobiotika-Empfindlichkeitspriifung nur als
Nachweis von Resistenzgenen bei bestimmten
Spezies, phanotypische Auspragung nicht
tiberpriifbar

e hoher Aufwand fiir Standardisierung und
Qualitdtskontrolle




PCR in der Mastitisdiagnostik

Die PCR besitzt zweifelsfrei eine Reihe von
Vorteilen, wie Schnelligkeit und eine ver-
gleichsweise hohe Nachweisempfindlichkeit
und -richtigkeit (Tab. 1). Im Hinblick auf
die Untersuchung von Viertel- bzw. Einzel-
gemelksuntersuchungen zur Mastitisdiag-
nostik sind Methoden der PCR gegeniiber
der konventionellen kulturellen Technik im
Vorteil, da eine Diagnostik innerhalb von nur
3-4 Stunden maglich wird. Insbesonderein Fal-
len akuter Mastitiden ist hier ein dtiologischer
Erregernachweis innerhalb kiirzester Zeit mog-
lich. Die Sensitivitdt wird beispielsweise vom
Hersteller des Tests Pathoproof® mit 100 cfu/ml
Milch (cfu = colony forming units, Kolonie-bil-
dende Einheiten), die Spezifitdt mit 100 Prozent
angegeben. Ebenfalls von Vorteilist, dass der
Krankheitserreger selbst bzw. dessen Genom
nachgewiesen wird und nicht seine Produkte wie
Oberflachenantigene oder Toxine bzw. Produk-
te der Immunantwort (Antikdrper).

Auch schwer anziichtbare Erreger wie
Mycoplasma spp. konnen innerhalb dieses
Zeitraums mit den Einschrankungen falsch-
positiver bzw. falsch-negativer Resultate im
Rahmen des durch das jeweilige Testsystem
vorgegebenen Erregerspektrums nachgewiesen
werden. Durch das spezielle Nachweisprinzip
des Genomnachweises konnen auch infolge

einer antiinfektiven Therapie subletal gescha-
digte Erreger nachgewiesen werden.

Allerdings gibt es auch Nachteile des Ver-
fahrens (Tab. 1). Soist die Durchfiihrung des
Verfahrens gegeniiber den konventionellen
mikrobiologischen Untersuchungstechniken
nach wie vor mit vergleichsweise hohen Kos-
ten verbunden, was sich durch die prinzipielle
Mdglichkeit der Automatisierung méglicher-
weise in Zukunft andern wird.

Falsch-positive Ergebnisse sind méglich
und kdnnen u. a. verursacht sein durch eine
Kontamination bereits vor oder bei der Gewin-
nung des Untersuchungsmaterials bzw. eine
Kontamination wahrend der Durchfiihrung
der PCR selbst, hauptsdchlich durch bereits
amplifizierte Reaktionsprodukte. Im Allgemei-
nen wird die Kontaminationsgefahr bei der
Testdurchfiihrung mit dem Real-time-PCR-
Verfahren als geringer eingeschatzt, da es sich
hierim Vergleich zur konventionellen PCR um
ein geschlossenes System handelt.

Wie bei jeder mikrobiologischen Untersu-
chungsmethode sind auch falsch-negative
Untersuchungsresultate moglich. Diese kon-
nen u. a. verursacht sein durch eine zu geringe
Anzahl von Krankheitserregern in der Probe,
Inhibitoren der DNA-Polymerase in der Probe,
Erreger-Varianten, die aufgrund einer veran-
derten Nukleotidsequenz eine Amplifikation mit

den verwendeten Primern nicht zulassen und/
oder die ungewollte Zerstorung der Erreger-
Nukleinsdure durch eingeschleppte DNAsen.
Zudem werden durch kommerziell verfiig-
bare PCR-Testsysteme nicht alle relevanten Er-
reger mit einem Test nachgewiesen. So werden
beispielsweise vom Hersteller Finnzymes Dia-
gnostics unter dem Namen Pathoproof® zwei
Testsysteme vertrieben. Mit einem Test lassen
sich speziesspezifische DNA-Sequenzen von elf
verschiedenen Mastitiserregern bzw. -erreger-
gruppen sowie das Beta-Lactamase-Gen fiir die
Penizillinresistenz (blaz) bei Staphylokokken
nachweisen. Ein weiteres Testsystem dieses
Herstellers ermdglicht einen Nachweis von drei
Vertretern sogenannter ,major pathogens”.
Dagegen werden verschiedene Erreger, die
liber eine niedrige Prdvalenz verfiigen, nicht
nachgewiesen, wie einige Streptokokken-Spezies
(z.B. derzuden kontagisen Erregern gehdrende
Streptococcus [S.] canis), Nonfermenter, einige
Enterobacteriaceae, Hefen und Prototheken.
Eine parallel durchzufiihrende, kulturelle Un-
tersuchungist daher unabdingbar und schrankt
somit die Anwendbarkeit der Tests auf mit der
Mastitisdiagnostik vertraute Labors ein.
SchlieRlich sollte nicht unerwdhnt bleiben,
dass der alleinige qualitative Nachweis von
erregerspezifischer Nukleinsdure im Untersu-
chungsmaterial nicht per se die Atiologie einer
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Erkrankung beweist. Durch die Verwendung der
Real-time-PCR ist gleichzeitig eine Quantifi-
zierung des Genoms maglich, sodass indirekt
Riickschliisse auf die Erregermengen in der
Probe méglich sind. Dies soll zur Beurteilung
der dtiologischen Bedeutung nachgewiesener
Erreger beitragen.

Grundsatzlich kénnen Milchproben als
Tankmilchproben, auf Tierebene als Gesamt-
gemelk einer Milchdriise oder auf Viertelebene
als Anfangs-, End- oder Gesamtviertelgemelk
gewonnen und einer mikrobiologischen Unter-
suchung zugefiihrt werden. Von den mittels
kommerzieller Testkits nachweisbaren Mastitis-
erregern gehdren S. agalactiae, Staphylococcus
(St.) aureus und Mycoplasma spp. zu den so ge-
nannten Kuh-assoziierten (kontagidsen) Mas-
titiserregern, d. h. deren natiirliches Habitat
istdieinfizierte Milchdriise. Streng genommen
trifft dies eigentlich nur fiir S. agalactiae zu,
da St. aureus auch auf der dulReren Haut und
der Zitzenhaut nachgewiesen werden kann.
Alle {ibrigen, mittels kommerzieller PCR-Tests
nachweisbaren Mastitiserreger sind so genann-
te Umwelt-assoziierte Erreger, diein der Um-
welt der Milchkiihe vorkommen und somit eine
Probe auch kontaminieren kénnen.

Wie bei der konventionellen kulturellen
Diagnostik sind somit auch bei der PCR hohe
Anforderungen an die Probenqualitdt und
Probenahme unumgdnglich. Wahrend sich
eine Kontamination einer Probe im konven-
tionellen Verfahren meistens leicht feststellen
ldsst, ist dies bei der PCR nicht mdglich, sodass
antiseptisch entnommene Proben hier noch
wichtiger sind. Somit ist der Einsatz dieser
Methode bei unvermeidbar kontaminierten
Proben, wie den Proben, die im Rahmen der
Milchleistungspriifung (MLP-Proben) oder
den Tankmilchproben, die im Rahmen der
monatlichen Milchgiiteuntersuchung am
Milchsammelwagen anfallen, auf sehr wenige
Anwendungsgebiete begrenzt.

Diagnostische Liicken wie auch die M6g-
lichkeiten falsch-positiver/falsch-negativer
Resultate kénnen zu einer Fehlinterpretation
fiihren, die nur durch einen parallel durch-
gefiihrten, konservativ-kulturellen Ansatz
vermeidbar ist.

Die PCR-Anwendung bei Proben von antibio-
tisch vorbehandelten Kiihen bietet die Moglich-
keit auch bei kulturell negativen Ergebnissen,
das ursdchliche Agens zu identifizieren. Die
Tatsache, dass nach PCR-Diagnostik kein ver-
mehrungsfahiger Erreger zur Verfiigung steht,
schrankt den Wert dieses Verfahrens aber gerade
beim Vorliegen von klinischen Mastitiden, bei
denen eine In-vitro-Sensitivitatstestung des
atiologisch bedeutsamen Erregers notwendig
ist, ein. Mit Ausnahme des Nachweises des
Penicillinase-Gens kann eine Empfindlichkeits-
priifung nicht durchgefiihrt werden.

Die Verwendung der PCRin Sanierungsbe-
trieben bzw. zur Therapiekontrolle ist aufgrund
des Genomnachweises, also des Nachweises
auch nicht oder nicht mehr vermehrungs-
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fahiger Mikroorganismen, ebenfalls ausge-
schlossen.

GroRe Vorteile bieten die PCR bzw. andere
molekularbiologische Verfahren bei der Typi-
sierung von speziellen Erregern, z. B. durch den
Nachweis von Virulenzfaktoren. Da bei vielen
Mastitiserregern bisher nicht bekanntist, wel-
che Faktoren zu einer Erhdhung der Virulenz
beitragen, hat dies fiir die Routinediagnostik
allerdings noch keine Bedeutung.

Standardisierung der Verfahren und Quali-
tatskontrollen sind notwendige Bedingungen
fiir den Einsatzin der Routinediagnostik. All-
gemeine Mindestanforderungen und Begrif-
fe beziiglich der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) sind z. B.in den DIN-Normen 58967 Teil
60 und 58969 Teil 61 bzw. NCCLS guidelines
(1995) festgelegt und sind auch bei der Mas-
titisdiagnostik zu beachten.

Trotz der moglichen und bereits tatsachlich
erzielten Fortschritte durch die Anwendung der
PCRist diese Methode, zumindestim Rahmen
der Mastitisdiagnostik, noch nicht so ausge-
reift, dass sie im diagnostischen Routine-
betrieb allgemein und zuverldssig eingesetzt
werden kann.

Schlussfolgerungen

Aus der Sicht des Sachverstandigenausschus-
ses ,Subklinische Mastitis“ ergeben sich daher
beziiglich des Einsatzes der PCR bei Viertel-,
Einzel- und Sammelgemelken zur Mastitis-
diagnostik folgende Indikationen:

1. Erganzende Diagnostik
bei akuter klinischer Mastitis
Beim Vorliegen einer klinischen Mastitis
konnte der Test aufgrund seiner vergleichs-
weise kurzen Bearbeitungszeit fiir eine
friihzeitige Einleitung einer Initialtherapie
verwendet werden. Unter der Pramisse einer
unter strengen antiseptischen Bedingungen
durchgefiihrten Probenahme, kénnen gezielt
Erreger nachgewiesen bzw. ausgeschlossen
werden. Allerdings ist die parallele Durch-
fiihrung einer konventionellen kulturellen
Untersuchung aufgrund des eingeschrankten
diagnostischen Spektrums der PCR-Verfahren
und der Notwendigkeit der Anfertigung einer
In-vitro-Resistenztestung unerldsslich.
Dementsprechend muss der Test in einem
in der Mastitisdiagnostik erfahrenen Labor
durchgefiihrt werden. Der verantwortliche
Laborleiter muss in jedem Fall umfassende
klinisch-mikrobiologische und medizinische
Fachkenntnisse nachweisen kdnnen.

2. Screening auf (kontagiose Erreger)
Kuh-assoziierte Mastitiserreger

Bestands- bzw. Tankmilchproben sind immer
durch Umwelt-assoziierte Mastitiserreger und
durch Keime aus den milchabfiihrenden Wegen
kontaminiert, sodass hier der Einsatz der PCR
wenig zielfiihrend ist. Der eingeschrankte Ein-
satz dieser Tests als Screening-Untersuchung
auf kontagiose Mastitiserreger inshesondere

auf den streng an das infizierte Rindereuter
angepassten S. agalactiae in Tankmilch bzw.
Gesamtgemelksprobenistaus fachlicher Sicht
vertretbar. Als Voraussetzung fiir klinische
Konsequenzen muss jedoch eine Abklarungs-
untersuchung mittels konventionell-kulturel-
ler Untersuchungsverfahren erfolgen.

Eine Untersuchung von Tankmilch auf St.
aureus mittels dieser Testsysteme ist nicht
sinnvoll, da der Erreger auch auRerhalb des
Euters nachgewiesen werden kann und somit
bei positivem Befund sehr leicht Fehlinter-
pretationen auftreten kénnen, sofern nicht
eine Abkldrung durch konventionell-kulturelle
Untersuchungsverfahren erfolgt.

3. Nachweis schwer anziichtbarer Erreger
Beim Verdacht auf Infektionen mit schwer an-
ziichtbaren Erregern wie Mykoplasmen ist der
Einsatz von PCR-Verfahren als Ergdnzung zu
kulturellen Verfahren wie auch als Screening
sinnvoll, um das Stellen einer dtiologischen
Diagnose zu ermdglichen.

4, Identifizierung kultureller Isolate

Beim Vorliegen kultureller Isolate aus Vier-
telgemelksproben als Reinkulturen kann
die Bestdtigung mittels biochemischer oder
serologischer Verfahren zeitaufwéandig sein.
Der Einsatz von PCR-Verfahren kannin diesen
Fallen die exakte Identifizierung beschleuni-
gen. Da dievorliegenden Kulturen auf Konta-
minanten gepriift werden kdnnen, stelltsichin
diesen Fallen das Problem der Interpretation
der Befunde nicht.

5. Typisierung von Isolaten

Flir bestimmte Fragestellungen kann im Rah-
men der Mastitisdiagnostik die Typisierung von
Isolaten sinnvoll sein.

Dazu gehort der Nachweis von Virulenz-
faktoren (z. B. Hamolysine, Toxinbildungs-
vermogen, Anheftungsfaktoren) ebenso wie die
Ermittlung von Verwandtschaftsbeziehungen.
Fiir Letzteres sind neben PCR-Verfahren auch
andere molekularbiologische Verfahren (z. B.
Pulsfeld-Gel-Elektrophorese) verfiighar. Fiir
die Routinediagnostikist eine Typisierung von
Mastitiserregern von nachrangiger Bedeutung,
sodass diese Verfahren Forschungsprojekten
vorbehalten sein werden.

Ausblick

Gen-Amplifikationsverfahren wie die PCR
besitzen zweifellos beziiglich der Abklarung
spezifischer diagnostischer Fragestellungen
einen hohen Wert. Sowohl die héchstmdg-
liche Qualitét der Testdurchfiihrung als auch
die ordnungsgemdlie Befundinterpretation
sind wichtige Komponenten zur Vermeidung
von Fehldiagnosen.

Mdglicherweise lassen sich durch die Einbe-
ziehung der Quantifizierungsmdglichkeit mittels
des Real-time-PCR-Verfahrens Schwellenwerte
festlegen, die zukiinftig eine bessere Interpre-
tation dieser Ergebnisse ermdglichen.



Bezogen auf die Routine-Mastitisdiagnostik
muss zukiinftig im Kontext mit den konventio-
nell-kulturellen Verfahren der Stellenwert der
PCR genauer definiert werden. Eine griindliche
klinisch-mikrobiologische Evaluation zur Pra-
zision des diagnostischen Wertes dieser Un-
tersuchungstechnikist dringend erforderlich.
Dazu gehort eine multizentrische Bestimmung
der positiven/negativen pradiktiven Werte,
eine quantitative Standardisierung im Falle
der Real-time-PCR sowie der Aufbau einer an-
gemessenen Qualitdtskontrolle, jeweils be-
zogen auf die entsprechende diagnostische
Fragestellung im Mastitislabor. Zum direkten
Nachweis von Mastitiserregern aus der Vier-
telanfangsgemelksprobe oderanderenin den
Leitlinien definierten Probenarten auf Kuh-
oder Euterebene galten und gelten aufgrund
der hier dargestellten Aspekte weltweit kon-
ventionelle mikrobiologische Methoden als
Gold-Standard.

Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass den PCR-Verfahren zurzeit nur
im Rahmen der vorgenannten Indikationen
ein gewisser Stellenwert fiir die Routine-
diagnostik von Mastitiserregern zukommt,
wobei zur Interpretation der Befunde auf
eine parallel durchgefiihrte konventionell-
kulturelle Untersuchung nicht verzichtet
werden kann.

Die Mitglieder des
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