Aus dem Institut fir Tierzucht und Tierhaltung
der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel

Betreuer: Prof. Dr. E. Schallenberger

Eingereicht Uber die Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der Grof3-
und Kleintiere mit Tierérztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitét Gief3en

Im Fachbereich vertreten durch: Prof. Dr. Dr. h.c. B. Hoffmann

EINFLUSSFAKTOREN AUF DIE IGF-1-KONZENTRATIONEN IN
VIERTELANFANGSGEMELKSPROBEN VON KUHEN MIT
UNTERSCHIEDLICHER
EUTERGESUNDHEIT —EINE FELDSTUDIE

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades beim
Fachbereich Veterinarmedizin
der Justus-Liebig-Universitét Gief3en

vorgelegt von
ULRIKE RUFFER
Tierérztin aus Erlangen
Gief3en 2003
Dekan: Prof. Dr. Dr. h.c. B. Hoffmann
1. Gutachter: Prof. Dr. E. Schallenberger

2. Gutachter: Prof. Dr. Dr. h.c. B. Hoffmann

Tag der mundlichen Prufung: 30. April 2003

Die Dissertation wurde mit dankenswerter finanzieller Unterstiitzung
durch die Stiftung Schleswig-Holsteinische Landschaft angefertigt



Schriftenreihe des Instituts fur Tierzucht und Tierhaltung der
Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel; Heft 139

[0 2003 Selbstverlag des Instituts fur Tierzucht und Tierhaltung
der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel
Olshausenstral3e 40, 24098 Kiel
Schriftleitung: Prof. Dr. Dr. h.c. mult. E. Kam

ISSN: 0720-4272

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs V eterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitét Gief3en



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

| nhaltsver zeichnis

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

1

21
211
212
2.2
221
222
2.2.3
2.3
231
232
2.3.3
24
2.5
2.6

3.1
3.2
321
322
3.2.3
3.3
331

Einleitung

Literatur Ubersicht

Mastitis

Definitionen

Mastitiserreger

Immunbiologie der Milchdrtise

Anatomische Barrieren

Zellulare Abwehr

L 6sliche Abwehrmechanismen

IGF-1 as Zytokin

Definition

Struktur und Genlokus des IGF-1

Das System der insulinghnlichen Wachstumsfaktoren
Quantitativer Nachweisvon IGF-1 in Milch

Das IGF-System in der bovinen Milchdriise und in der Milch
Bovines Somatotropin, IGF-1 und Mastitis

Material und Methoden

Rahmenproj ekt

Probengewinnung

Ausgewahlte Betriebe

Probennahmeregime und Milchprobenaufbereitung
Probenauswahl fur die |GF-1-Bestimmung

| GF-1-Radioimmuntest

Prinzip des RIA

o oo o B~ N NN

11
17
17
17
18
20
21
23

28
28
28
28
30
31
32
32



Inhaltsverzeichnis

3.3.2
3.33
334
34

34.1
34.2
3.5

351
352
3.5.3

4.1

41.1
4.1.2
4.1.3
4.1.4
4.1.5
4.1.6
4.2

4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.3

5.1
5.2
521
522
5.2.3

Reagentien und Losungen

Ablauf des IGF-1-RIA

Testvalidierung

Materialien und Geréte

Laborgeréte

Materialien

Statistische Auswertungen

Datenstruktur

Definitionen in den statistischen Modellen
Statistische Modelle

Ergebnisse

Physiologische Einfluf3faktoren auf die |GF-1-Konzentrationen in der Milch
Rasse

Euterviertel

L aktationsnummer und L aktationsabschnitt

Milchleistung

Tréchtigkeit

Physiologische Zellzahl

Pathol ogische Einflul3faktoren auf die IGF-1-Konzentrationen in der Milch
Gesundheitsgruppe Euterviertel

Bakteriologischer Befund

Pathol ogische Zellzahl

Erkrankungen der Nachbarviertel

Korrelationen

Diskussion

IGF-1-Konzentrationen in Milch

EinflUsse auf die IGF-1-Mittelwerte

Rasse

Euterviertel

Laktationsnummer und L aktationsabschnitt

Seite
32

36
42
42
42
43
43
45
48

g g

57
61
62
66
67
67
69
73
75
77

78
78
79
79
80
81



Inhaltsverzeichnis

Seite
5.24 Milchleistung 82
5.2.5 Tréachtigkeit 83
5.2.6 Zdlzahl 85
5.2.7 Gesundheitsgruppe 86
5.2.8 Bakteriologischer Befund 87
5.2.9 Erkrankungen der Nachbarviertel 88
5.3  Schlul¥folgerung 90
6 Zusammenfassung 91
7 Summary 93
8 Literaturverzeichnis 95
9 Anhang 115



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Seite
Abbildung 2.1:  Vereinfachtes ~ Schema  der  hypothetischen = Kaskade 16
zytokininduzierter Vorgénge bei der Auswanderung somatischer
Zellen in die Milch (modifiziert nach Kehrli und Shuster, 1994).
Abbildung 2.2:  Vergleich der Sequenzen von IGF-1 unterschiedlicher Spezies 18
modifiziert nach GroPep, 2001)
Abbildung 3.1:  Verlauf der Magermilchverdiinnungsreihe 38
Abbildung 3.2:  Errechnete  IGF-1-Konzentration in  Magermilch  bei 39

zunehmender  Probenverdiinnung (gemessene Konzentra-
tion X VF, ohne Korrektur des IGF-2-Storeinflusses)
Abbildung 3.3: Korrigierte = IGF-1-Konzentration in  Magermilch  bei 40
zunehmender  Probenverdiinnung (gemessene Konzentra-
tion x VF, korrigiert auf den Storeinflul des IGF-2 )

Abbildung 3.4: Wiederfindung von IGF-1 in Puffer A (A) und in Puffer A mit 41
Borsdurezugabe (m), Arbeitsbereich der Standardkurve

Abbildung 3.5: Relative Héufigkeit der in der Magermilch von Viertelanfangs- 43
gemelksproben gemessenen IGF-1-Konzentrationen (n = 5728)

Abbildung 3.6: Relative Héufigkeit der dekadischen Logarithmen der in der 44

Magermilch von Viertelanfangsgemelksproben von 571 Kiihen
gemessenen IGF-1-Konzentrationen (log [c¢ (IGF-1)], n = 5728)

Abbildung 3.7: Residuenplot des Grundmodells 49

Abbildung 4.1:  Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der 56
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen (log [¢c (IGF-1)]) sowie
der Linear Somatic Cell Scores (LSCS) der einzelnen
Euterviertel
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (*® p < 0,001, ““ p<0,01)

Abbildung 4.2: Verlauf der IGF-1-Konzentration in Magermilchproben 58
(arithmetischer Mittelwert + Standardfehler in Viertelgemelks-
proben der eutergesunden Kiihe, Gesundheitsgruppe 1) in
Abhéngigkeit von der Laktationswoche (n = 1288)

Abbildung 4.3:  Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der 60
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben
(n = 5040) aus den drei Laktationsabschnitten von Kiihen mit
unterschiedlichen Laktationsnummern
F-Test: p <0,0001
LNR: Laktationsnummer, L-Tag: Laktationstag, LNR 3:
Laktationsnummern 3 und grof3er

Abbildung 4.4: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der 61
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben
(n = 5040) von Kihen in drei Leistungsklassen

Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (*® p < 0,001)

v



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 4.5:

Abbildung 4.6:

Abbildung 4.7:

Abbildung 4.8:

Abbildung 4.9:

Abbildung 4.10:

Abbildung 4.11:

Abbildung 4.12:

Abbildung 4.13:

Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben
(n=3788) von Kiihen in verschiedenen Trichtigkeitsabschnitten
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant mit Ausnahme “*® n.s. (*'“ p < 0,01, P p < 0,001)
Vergleichende Darstellung der Least-Square-Mittelwerte und
Standardfehler der logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in
Magermilchproben (n = 3788) von nicht tragenden und
tragenden Kiihen, aufgegliedert nach Laktationsabschnitten
(LAB, LAB 1: Laktationstag 5 — 80, LAB 2: Tag 81 — 240, LAB
3: >Tag 241) F-Test: p <0,0001

Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (** p < 0,01, “° p < 0,001)

Vergleichende Darstellung der Least-Square-Mittelwerte und
Standardfehler der logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in
Magermilchproben (n = 3788) von Kiihen in verschiedenen
Trachtigkeitsstadien, aufgegliedert nach Laktationsabschnitten
(LAB, LAB 1: Laktationstag 5 — 80, LAB 2: Tag 81 — 240, LAB
3: > Tag 241) F-Test: p <0,0001

Abhingigkeit der dekadischen Logarithmen der IGF-1-
Konzentrationen vom Linear Somatic Cell Score der
Magermilchprobe (bis einschl. LSCS = 3, n = 3242)
Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in Viertelgemelks-
proben der vier Gesundheitsgruppen (I: SCC < 100 000/ml, kein
Keim, II: SCC > 100 000/ml, kein Keim, III: SCC > 100 000/ml,
Keimnachweis, IV: SCC < 100 000/ml, Keimnachweis,
n = 5040)

Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (*® p < 0,001)

Altersstruktur der Gruppen ,,Kithe ohne Erregerausscheidung®
(n = 577) und ,Kiithe mit Erregerausscheidung“ (n = 683;
LNR = Laktationsnummer, LNR 3: Laktationsnummern 3 und
grofler)

Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben
(n = 5040) in Abhingigkeit vom Ergebnis der bakteriologischen
Untersuchung

Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (** p < 0,01)

Abhéngigkeit der dekadischen Logarithmen der IGF-1-
Konzentrationen vom Linear Somatic Cell Score der
Magermilchprobe (n = 5040)

Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in Viertelgemelks-
proben mit unterschiedlichen Zellzahlen (n = 5040)

Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (ABCPEF 5 <0,001)

\Y%

Seite
63

64

65

66

68

71

72

73

74



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 4.14:

Abbildung 9.1:

Abbildung 9.2:

Abbildung 9.3:

Abbildung 9.4:

Abbildung 9.5:

Abbildung 9.6:

Abbildung 9.7:

Abbildung 9.8:

Abbildung 9.9:

Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in Viertelgemelks-
proben mit normaler Sekretion (n = 2736), deren Nachbarviertel
unterschiedliche Befunde aufwiesen. Die Befunde der
Nachbarviertel sind auf der x-Achse aufgetragen.

Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (** p < 0,05)

Stabilitit von IGF-1- in Milchproben mit und ohne
Konservierungsmittel ~ bei  unterschiedlichen = Lagerungs-
temperaturen.

Kuh  ,,Ubel“, rechtes Vorderviertel (VR): IGF-I-
Konzentrationen, Zellzah-len und Gesundheitsgruppe im
Probennahmezeitraum (5 Probennahmen)

Kuh ,,Ubel®, linkes Vorderviertel (VL): IGF-1-Konzentrationen,
Zellzahlen und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum
(5 Probennahmen)

Kuh  ,Ubel“, rechtes Hinterviertel (HR): IGF-1-
Konzentrationen, Zellzahlen und Gesundheitsgruppe im
Probennahmezeitraum (5 Probennahmen)

Kuh ,,Ubel“, linkes Hinterviertel (HL): IGF-1-Konzentrationen,
Zellzahlen und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum
(5 Probennahmen)

Kuh  ,Tina“, rechtes Vorderviertel (VR): IGF-1-
Konzentrationen, Zellzahlen und Gesundheitsgruppe im
Probennahmezeitraum (6 Probennahmen)

Kuh ,,Tina“, linkes Vorderviertel (VL): IGF-1-Konzentrationen,
Zellzahlen und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum
(6 Probennahmen)

Kuh ,,Tina%, rechtes Hinterviertel (HR): IGF-1-Konzentrationen,
Zellzahlen und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum
(6 Probennahmen)

Kuh ,,Tina“, linkes Hinterviertel (HL): IGF-1-Konzentrationen,
Zellzahlen und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum
(6 Probennahmen)

VI

Seite
76

115

117

117

118

118

120

120

121

121



Tabellenverzeichnis

Tabdlenver zeichnis

Tabelle 2.1:

Tabelle 3.1:

Tabelle 3.2:

Tabelle 3.3:

Tabelle 3.4:

Tabelle 3.5:

Tabelle 3.6:
Tabelle 3.7:

Tabelle 4.1:
Tabelle4.2:
Tabelle4.3:

Tabelle 4.4:

Tabelle4.5:

Tabelle 4.6:

Beurteilung zytologisch-mikrobieller Befunde in Viertelanfangs-
gemelksproben im Rahmen der Mastitisdiagnostik (nach Deutsche
V eterindrmedi zinische Gesellschaft, 1994)

Betriebe, deren Kihe zur Probengewinnung herangezogen wurden:
HerdengrofRe und -leistung (in den Jahren 1997 und 1998),
Rassenverteilung, Anzahl der gezogenen Viertelan-
fangsgemelksproben, Anzahl der beprobten Tiere sowie Anzahl
Probennahmen pro Kuh

Einteilungskriterien fur die Zuordnung einer Kuh zu einer der vier
Gesundheitsgruppen (Gesundheitsgruppe Kuh)

Pipettierschema fir den radioimmunologischen Nachweis von
IGF-1in Magermilch

Reproduzierbarkeit des RIA beim Nachwels von IGF-1 in
Magermilch
Wiederfindung
Magermilchproben
Einteilung der Zellzahlklassen

Verwendete Modelle, fixe Effekte mit Effektstufen sowie die
jeweilige Datengrundlage

Verteilung aller beprobten Ktihe und der Viertelgemelksproben auf
die vier Gesundheitsgruppen (SCC = somatic cell count)

Im F-Test ermittelte Signifikanzen der fixen Effekte

Absolute Haufigkeit und prozentuale Verteilung der statistisch
ausgewerteten Kihe (n = 498) und Viertelgemelksproben
(n=5040) auf die verschiedenen Rassen

Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der
logarithmierten  IGF-1-Konzentrationen in  Viertelanfangs-
gemelksproben aus unterschiedlichen Eutervierteln (n = 5040)
sowie die Differenzen zwischen den |IGF-1-Konzentrationen
inng/ml

Mefl3daten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (p < 0,05)

Absolute  Haufigkeit und prozentuale Verteilung der
Viertelanfangsgemelksproben (n = 5040) auf Laktationsnummer
und —abschnitt der beprobten Kiihe

Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in  Magermilchproben
(n = 5040) aus unterschiedlichen Laktationen sowie Differenzen
zwischen den IGF-1-Konzentrationen in ng/ml

Mefddaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (p < 0,01, “B p < 0,001)

definierter IGF-1-K onzentrationen in

VIl

Seaite

29

31

35

36

37

46
50

52

55

57

58



Tabellenverzeichnis

Seite
Tabelle4.7: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der 59
logarithmierten 1GF-1-Konzentrationen in  Magermilchproben
(n = 5040) aus unterschiedlichen Laktationsabschnitten sowie die
Differenzen zwischen den IGF-1-K onzentrationen in ng/ml
Mefddaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (*® p < 0,001, “ p < 0,01).
Tabelle4.8: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der 62
logarithmierten 1GF-1-Konzentrationen in Magermilchproben von
Kuhen in unterschiedlichen Tréchtigkeitsstadien (n = 2472) im
Vergleich zu Proben nicht tréachtiger Kihe (n = 1316) sowie
Differenzen zwischen den IGF-1-Konzentrationen in ng/mi
Mef3daten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant ('p < 0,01, A8 4B+ AB2 5 < 0,001)
Tabelle4.9: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der 67
logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in  Magermilchproben
(n = 3242) mit unterschiedlichen somatischen Zellzahlen (SCC)
sowie die Differenzen zwischen den IGF-1-Konzentrationen in den
unterschiedlichen Zellzahlklassen in ng/ml
Mefddaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (*® p < 0,001).

Tabelle 4.10: Verteilung der statistisch ausgewerteten Viertelgemelksproben (n = 68
5040) Uber die vier Gesundheitsgruppen

Tabelle4.11: Haufigkeit von Keimbefunden im statistisch ausgewerteten 70
Probenmaterial

Tabelle4.12: Vertellung der erregerpositiven Viertelanfangsgemelksproben 70
(VGP) Uber die einzelnen Euterviertel

Tabelle4.13: Vertellung der statistisch ausgewerteten Kihe (n = 1260) Uber die 75
vier Gesundheitsgruppen

Tabelle4.14: Korrelationen zwischen den dekadisch logarithmierten 1GF-1- 77

Konzentrationen (log [c (IGF-1)]), dem Linear Somatic Cell Score
(LSCS) und dem Vorliegen bzw. Fehlen eines Erregernachweises
(Befund j/n) in der jeweiligen VGP (n = 5040)

VI



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsver zeichnis

AK Antikorper

AMV automatisches Melkverfahren

Bo Leerwert

bidest. bidestillata

bST bovines Somatotropin

BU bakteriol ogische Untersuchung

bzw. beziehungsweise

c concentration

CAU Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel
cpm counts per minute

CSF colony stimulating factor

dpc days post coitum

DVG Deutsche V eterinarmedizinische Gesell schaft
E. Escherichia

etal. et dii

etc. et cetera

Gravitationskonstante

g Gramm

GA Gesamtaktivitét

GH growth hormone

h Stunde

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IGF insulin-like growth factor

IGFBP insulin-like growth factor binding protein

IGFBP-rP insulin-like growth factor binding protein related protein

IL Interleukin

ITL Institut fur Tiergesundheit und Lebensmittelqualitét der Landwirtschafts-
kammer Schleswig-Holstein

jin jalnein

kg Kilogramm



Abkurzungsverzeichnis

LSM
mg
MHC
mind.
ml

mM
mmol
MRNA

NAGase
ng

n.s.
NSAIDs
NSB
PEG
PMNG

ppb

rbST
RIA

wn

scc
SE
Spp.
TNF
TU
VF

Liter

Landeskontrollverband
logarithmiert

Linear Somatic Cell Score

L east-Square-Mittelwerte
Milligramm

major histocompatibility complex

mindestens
Milliliter
millimolar
Millimol

messenger ribonucleic acid

Anzahl
N-Acetyl-[3-D-Glucosaminidase
Nanogramm

nicht signifikant

non-steroidal antiinflammatory drugs
nichtspezifische Bindung
Polyethylenglycol

polymorphkernige neutrophile Granulozyten
parts per billion

Rezeptor

rekombinantes bovines Somatotropin
Radioimmunoassay

Siehe

Saphylococcus

Streptococcus

somatic cell count

Standardfehler

Species

tumor nekrosis factor

Untersuchung auf Trachtigkeit

V erdunnungsfaktor



Abkurzungsverzeichnis

VGP
VIT
WF

w. V.

wi/v
°C

Viertelanfangsgemel ksprobe

Verenigte Informationssysteme Tierhaltung
Wiederfindung

wissenschaftliche Vereinigung
weight/volume

Grad Celsius

Xl



Einleitung

1 Einleitung

Wegen Eutererkrankungen und Fruchtbarkeitsproblemen mufdten in Schleswig-Holstein im
Kontrolljahr 2001 40,5 % der Kihe aus den Milchviehherden ausscheiden (LKV, 2002).
Mastitiden sind die wirtschaftlich bedeutendsten Erkrankungen der Milchkihe. Vor diesem
Hintergrund ist die Suche nach neuen Therapiemdglichkeiten, die aus Grinden des
Verbraucherschutzes im Hinblick auf die Resistenzbildungsproblematik moglichst ohne
Antibiotikaeinsatz auskommen sollten, notwendig.

Dafir ist eine genaue Kenntnis der Entziindungsablaufe und deren Regulierung nétig, um
Fehler durch vorschnelles Eingreifen in diese Mechanismen zu vermeiden. Einseitige
Zuchtselektion auf Leichtmelkigkeit hat beispielsweise zu Kiihen gefihrt, die aufgrund zu
weiter Strichkandle besonders anféllig fur Mastitiden sind (Lacy-Hulbert und Hillerton,
1995). Die Zucht auf moglichst niedrige Zellzahlen birgt die Gefahr in sich, da? Kihe
bevorzugt werden, die moglicherweise aufgrund mangelnder Immunkompetenz niedrige
Zellzahlen aufweisen und deshalb besonders krankheitsanfalig sind (Dekkers et al., 1994).

An der Regulation der Entziindungsabléufe sind neben anderen Mediatoren auch Zytokine
beteiligt. Uber das Zytokin , insulinghnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1)* sind in den letzten
Jahren viele Untersuchungen durchgeftihrt worden, deren Ergebnisse aber wegen
unterschiedlicher verwendeter Nachweisverfahren kaum vergleichbar und wegen der zumeist
geringen Tierzahlen statistisch nur schwierig abzusichern waren. Dartiber hinaus kamen die
Untersuchungen zum Teil zu widerspriichlichen Ergebnissen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, dSatistisch abgesicherte Aussagen Uber die
Einflussfaktoren auf die IGF-1-Konzentration in der Milch machen zu kénnen. Dafur wurden
mit einer validierten Mef3methode (Radioimmuntest mit funktioneller Entstorung der IGF-
Bindungsproteine) Milchproben von eutergesunden und mastitiskranken Kuihen aus
verschiedenen Betrieben untersucht. Mit diesen Ergebnissen sollten auch Aussagen zu
Funktion und eventuell Herkunft des IGF-1 in der Milch, aber auch eine Bewertung des

diagnostischen und prognostischen Nutzens dieses Zytokins moglich sein.



Literaturiibersicht

2 LiteraturUbersicht

21 Mastitis

Der Begriff ,,Mastitis* bezeichnet Entzlindungen der Milchdriise. Diese Entziindungsreaktion
wird in der Regel durch eine intramammaére Infektion verursacht, die meistens bakteriellen
Ursprungs ist (Cullor und Tyler, 1996). Seltener sind Infektionen mit Mykoplasmen, Hefen,
Pilzen oder Algen. Pridisponierend fiir eine intramammére Infektion wirken zum einen
mechanische, thermische oder chemische Insulte der Milchdriise sowie suboptimale Fiitterung
und Haltung der Kiihe. Mastitiden sind somit multifaktorielle Infektionskrankheiten, an deren
Entstehung die drei Biosysteme Wirt, Erreger und Umwelt beteiligt sind (Tolle et al., 1977).

Mastitis gilt als die kostspieligste Erkrankung der Milchkuh. Die Kosten fiir den Landwirt
summieren sich aus der verminderten Milchleistung der Kiihe in Verbindung mit geringerer
Vergilitung der Milch infolge zu hoher Milchzellgehalte. Dariiber hinaus sind Milchfett- und
Milchproteingehalte geringer, wegen Medikamenteneinsatz muf3 Milch verworfen werden
und Tierarzt- und Laborkosten fallen an. Auch das vorzeitige Merzen von Kiihen mit
unheilbar geschéddigten Eutern und Todesfélle infolge akuter Mastitiden sind zu den

entstehenden materiellen Verlusten fiir den Landwirt zu zdhlen (Hurley, 2000).

2.1.1 Definitionen

Die Eutergesundheit wird entsprechend den Definitionen der International Dairy Federation

(1987) wie folgt kategorisiert:

Normale Sekretion
Gesunde Euterviertel sind solche, die keine &uBerlichen pathologischen Verdnderungen
zeigen und deren Milch keine pathogenen Mikroorganismen und einen normalen Zellgehalt

aufweist.
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L atente I nfektion
Eine latente Infektion liegt vor, wenn sich die Zellzahl in der Norm bewegt, jedoch

Mastitiserreger nachgewiesen werden.

Unspezifische M agtitis
Werden keine Infektionserreger nachgewiesen und liegen subklinische oder klinische

Symptome vor, so spricht man von unspezifischer Mastitis.

M astitis
Subklinische Mastitis

Subklinische Mastitiden sind Entziindungen des Euters ohne dulerlich erkennbare Symptome.
Der Zellgehalt der Milch ist jedoch erhoht. Bei zwei von drei bakteriologischen
Untersuchungen (Probennahmeintervall eine Woche) kdnnen Mastitiserreger nachgewiesen

werden und die chemische Zusammensetzung der Milch ist verdndert.

Klinische Mastitis
Akute Mastitis

Eine akute Mastitis besteht bei offensichtlichen Entziindungssymptomen des Euters wie
erhohter Temperatur, Schmerzen und Schwellung. Die Milch ist makroskopisch verdndert, die
Tiere haben héufig Fieber. Erreger akuter Mastitiden sind u. a. S aureus, Sc. uberis,
Sc. agalactiae und koliforme Keime (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.) (Grunert
et al., 1996; Wendt et al., 1998).

Subakute Mastitis

Eine subakute Mastitis liegt vor beim Auftreten von Flocken in der Milch, insbesondere im
Vorgemelk, wobei keine zusdtzlichen klinischen Symptome am Euter auftreten. Als Erreger
sind hier hdufig Strepto- und Staphylokokken zu finden (Grunert et al., 1996; Wendt et al.,
1998).

Chronische Mastitis

Eine chronische Mastitis ist durch zunehmende Proliferation von fibrosem Gewebe
charakterisiert und kann klinisch oder subklinisch verlaufen. Haufig liegt ein ldngerfristiges
Nichtansprechen auf therapeutische MalBlnahmen vor. Betroffene Euterviertel konnen

atrophieren oder zeitlebens anormale klinische Befunde aufweisen.
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Der Modalwert der Anzahl der in der Milch gesunder Euterviertel nachweisbaren somatischen
Zellen liegt zwischen 23.000 bis 50.000 Zellen pro ml Milch (Doggweiler und Hess, 1983).
Die Schwankung ist begriindet in rasseabhéngigen und laktationsphysiologischen Einfliissen.
Bereits ab einer Zellzahl von 100.000/ml Milch geht die normale zellulire Abwehr in eine
entziindliche Reaktion iiber (Reichmuth, 1975). Zur Beurteilung zytologisch-mikrobieller
Befunde in Viertelanfangsgemelksproben wurden von der Deutschen Veterindrmedizinischen

Gesellschaft (DVG) 1994 folgende Definitionen herausgegeben (Tabelle 2.1):

Tabelle 2.1: Beurteilung zytologisch-mikrobieller Befunde in Viertelanfangsgemelksproben
im Rahmen der Mastitisdiagnostik (nach Deutsche Veterindrmedizinische
Gesellschaft, 1994)

Zellzahl pro ml | Euterpathogene Mikroorganismen | Euterpathogene Mikroorganismen
Milch nicht nachgewiesen nachgewiesen
<100.000 normale Sekretion latente Infektion
>100.000 unspezifische Mastitis Mastitis

2.1.2 Madtitiserreger

Als sinnvoll und praxisrelevant hat sich die Einteilung der Mastitiserreger nach deren
Ubertragungsmodi erwiesen.

Zu den kontagiosen Mastitiserregern zdhlen die ,klassischen Mastitiserreger 3reptococcus
(Sc.) agalactiae, Staphylococcus (S) aureus und Sc. dysgalactiae (Grunert et al., 1996).
Hierzu gehoren auch die Mykoplasmen (Hurley, 2000). Die Zuordnung von SC. dysgalactiae
ist nicht eindeutig, da dieser Erreger in unterschiedlichen Herden sowohl umweltassoziierte
als auch kontagiose Mastitiden hervorrufen kann (Erskine et al., 1988; Smith und Hogan,
1995). Das Hauptreservoir der kontagidosen Mastitiserreger ist die infizierte Milchdriise, die
Infektion weiterer Tiere erfolgt hauptsdchlich wéhrend des Melkens (Grunert et al., 1996),
entweder durch fehlerhafte Melktechnik oder mangelhafte Melkhygiene. Diese Erreger
verursachen meist chronische oder subklinische Mastitiden (Hurley, 2000). Betroffene
Herden fallen vor allem durch hohe Tankmilchzellzahlen auf (Grunert et al., 1996).

Koliforme Keime (unter anderen Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.),
Enterokokken, Sc. uberis sowie Pseudomonas spp., Prototheken und Hefen, zum Teil auch Sc.
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dysgalactiae, werden zu den umweltassoziierten Mastitiserregern gerechnet (Hurley, 2000).
Diese Saprophyten sind immer in der Umwelt der Tiere zu finden, sie leben auf der Euterhaut,
dem Haarkleid, in der Einstreu, im Kot sowie auf Boden und Wianden von Stillen und
Melkstianden. Sie entfalten erst dann pathogene Wirkungen, wenn durch priadisponierende
Faktoren die Abwehrkraft des Gesamtorganismus und der Milchdriise geschwécht oder der
Keimdruck in der Umgebung zu hoch wird. Die Infektion der Tiere erfolgt hier in der Zeit
zwischen den Melkungen, allerdings konnen auch durch Fehler in der Melktechnik Keime
zum Beispiel von der Zitzenhaut in den Strichkanal transportiert werden und von dort weiter
vordringen. In Herden mit Problemen durch umweltassoziierte Mastitiserreger fallen weniger
erhohte Tankmilchzellzahlen auf als vielmehr hdufige klinische Mastitiden (Grunert et al.,

1996).

2.2  Immunbiologieder Milchdrise

Die Milchdriise des Rindes partizipiert iiber die Blut- und Lymphgefile am Immunsystem
des Gesamtorganismus. Dariiber hinaus ist sie durch lokale Abwehrmechanismen gegen das
Eindringen von Krankheitserregern geschiitzt. Diese lokalen Mechanismen umfassen die
Zitzenbarriere, die Blut-Euter-Schranke, zellulire Abwehrmechanismen und die physikalisch-
chemischen FEinfliisse geloster Milchinhaltsstoffe neben den Bestandteilen des humoralen
Abwehrsystems in der Milch (Wendt, 1992).

Durch das Zusammenspiel von systemischen und lokalen Abwehrmechanismen soll das
Eindringen von Krankheitserregern, eventuell von ihnen gebildeter Toxine und anderer
Noxen verhindert und die Milchdriise so vor Schidigung bewahrt werden. Sind dennoch
Erreger in die Milchdriise und dort in das Epithel der milchfiihrenden oder milchbildenden
Systeme vorgedrungen, so werden die Abwehrzellen im Bindegewebe aktiviert. Humorale
(zum Beispiel Immunglobuline) und zelluldre Abwehrfaktoren (zum Beispiel Mikro- und
Makrophagen) aus dem Abwehrsystem des Gesamtorganismus treten iiber die Blut- und
Lymphbahnen in die Milchdriise iiber, um hier gegen die Krankheitserreger wirksam zu

werden (Mielke, 1994).
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2.2.1 AnatomischeBarrieren

Eine Mastitis kann entstehen, nachdem Bakterien durch den Zitzenkanal in die Milchdriise
vorgedrungen sind und sich dort vermehren. Die erste mechanische Barriere gegen das
Eindringen von Keimen bildet der durch einen SchlieBmuskel mehr oder weniger eng
verschlossene Strichkanal (Cullor und Tyler, 1996). Die Form der Zitzenkuppe, mdglichst mit
spitzem oder abgerundetem Ende und flacher, nicht trichterformig eingezogener
Strichkanal6ffnung, wirkt hierbei unterstiitzend (Hurley, 2000). Zuchtselektion alleine auf
Leichtmelkigkeit fiihrt zur Selektion auf Kiihe, die wegen ungeniigend geschlossener
Strichkanéle besonders anfillig fiir Mastitiden sind (Mielke, 1994).

Das nach auflen gerichtete Wachstum des Zitzenkanalepithels wirkt, genau wie der zu den
Melkzeiten einsetzende Spiileffekt der Milch, dem Vordringen von Keimen entgegen. Der
sich im Zitzenkanal zwischen den Melkzeiten bildende Keratinpfropf aus abgeschilferten
Epithelzellen, Fettsduren und kationischen Proteinen, der auch als Lactosebum bezeichnet
wird (Wendt, 1992), hat sowohl physikalische als auch chemische Abwehrwirkung. Die
kationischen Proteine binden elektrostatisch an eingedrungene Mastitiserreger. Die
resultierenden Verdnderungen in den Zellwénden bewirken eine erhohte Empfindlichkeit der
Keime gegeniiber osmotischem Druck; Lysis und Tod der Erregerzelle sind die Folgen
(Sordillo et al., 1997). Der Lactosebum kann bis zu 10° Bakterien adsorbieren, die beim
nidchsten Melken mit den ersten Milchstrahlen wieder ausgespiilt werden. Die in ihm
enthaltenen Fettsduren wirken bakteriostatisch, zum Teil auch bakterizid. Es konnte gezeigt
werden, da3 Kiihe mit groBeren Anteilen der geséttigten Fettsduren Laurin-, Myristin- und
Palmitinsdure im Lactosebum widerstandsfahiger gegen eindringende Keime sind als Kiihe
mit groleren Mengen der gesittigten Fettsdure Stearinsdure und den ungesdttigten Fettsduren
Olein- und Linolsdure. Dieses Fettsdaurenmuster wird vererbt (Hurley, 2000). Andere Autoren
allerdings weisen darauf hin, dafl die in vivo vorliegenden Konzentrationen der Fettsduren
sowohl wihrend der Laktation als auch in der Trockenstehphase nur bedingt ausreichen, um
zum Beispiel S aureus zu inhibieren und die Lipide somit nur eine begrenzte Bedeutung fiir
die Abwehrmoglichkeiten des Euters gegen Mastitiserreger besitzen (Senft und Neudecker,
1991).

Der Strichkanal selbst ist nicht keimfrei, sondern besiedelt von in der Regel apathogenen

Kommensalen, unter anderem koagulase-negativen Staphylokokken und Corynebacterium
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bovis. Thnen wird eine Schutzwirkung gegeniiber dem Vordringen von S aureus
zugesprochen. Die von ihnen bewirkte Erhohung der somatischen Zellzahl ist jedoch nicht
ausgepragt genug, um auch Schutz vor umweltassoziierten Mastitiserregern zu bieten (Cullor
und Tyler, 1996). Eine zu starke und dauernde Erhdhung der Zellzahl ist zudem wegen der
Anforderungen der Milchgiiteverordnung problematisch.

Am Ubergang zwischen Zitzenkanal und Zitzenzisterne filtelt sich die Schleimhaut zur
Fiirstenbergschen Rosette. Die durch die Filtelung entstehende OberfldchenvergrofBerung
dient zum einen als mechanische Barriere gegen vordringende Keime, daneben bietet sie auch
eine groBere Ausgangsbasis flir Lymphozyten, die das Gewebe infiltrieren und die
immunzelluldre Abwehr in Gang setzen konnen (Mielke, 1994). Auf der Schleimhaut sind
neben Ubiquitin auch die im Lactosebum vorkommenden kationischen Proteine zu finden
(Sordillo et al., 1997).

Die Bedeutung der lokalen Abwehrmechanismen der Zitze wiesen Zecconi et al. (2000) nach.
Sie dokumentierten die Verdnderungen des Zitzengewebes nach dem Melken, quantifiziert
anhand der Dickenzunahme der Zitzen. Verbunden mit der Zunahme der Zitzendicke waren
Storungen der lokalen Abwehrmechanismen. Das Infektionsrisiko fiir die Milchdriise stieg
dabei umso deutlicher, je stirker die gemessenen Zunahmen der Zitzendicke waren.

Die Blut-Euter-Schranke wird durch das Endothel der Blutgefile, das intralobulére
Bindegewebe und das Epithel des milchbildenden und -ableitenden Hohlraumsystems
gebildet. SchluBleisten und Desmosomen schaffen einen geschlossenen Zellverband, der
allerdings auch im gesunden Euter einen gewissen Zelldurchtritt sowohl ins intralobuldre
Bindegewebe als auch in die Milch gestattet. Die Schranke wirkt somit als molekularer Filter,
der den Durchtritt von Arzneimitteln, Antikdrpern und Stoffwechselprodukten, aber auch von
Zellen reguliert (Wendt, 1992). Milchzisterne und Milchginge sind mit einem
zweischichtigen Epithel ausgekleidet. Erst intensive Irritationen bewirken eine Lockerung
dieser Epithelien und ermoglichen damit einen gesteigerten Ubertritt von Blutzellen in die
Milch als Merkmal der beginnenden Entziindung. Gleichzeitig kommt es zum Sistieren der

Milchsekretion (Mielke, 1994).
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2.2.2 Zdluladre Abwehr

Die Gesamtzahl der somatischen, also der korpereigenen Zellen in der Milch liegt bei
gesunden Eutern oft unter 100.000 Zellen/ml. Diese Zellen sind in der Hauptsache
polymorphnukledre neutrophile Granulozyten (PMNG), auch Mikrophagen genannt,
Makrophagen, Lymphozyten und, zu einem kleinen Prozentsatz, Epithelzellen. Kommt es zu
einer intramammairen Infektion, kann die Zellzahl binnen weniger Stunden auf weit liber
1.000.000/ml ansteigen. Manche Bakterien geben Enterotoxine oder Zellwandkomponenten
ab, die als Chemoattraktant fiir die Leukozyten wirken (Sordillo et al., 1997).

Eine schnelle Leukozyteneinwanderung ins Euter sowie die bakterizide Aktivitdt der Zellen
ist fiir Schwere und Dauer einer Mastitis von groBer Bedeutung. Steigt die Zellzahl (SCC)
schnell an und gelingt die Eliminierung der Keime, so geht der SCC rasch auf Normalwerte
zuriick. Werden die Bakterien jedoch nicht vollstindig eliminiert, so kommt es zur langeren
Migration der Zellen zwischen den sekretorischen Zellen hindurch zum Alveolarlumen. Die
lingerdauernde Diapedese fiihrt zu Parenchymschéden, die Milchleistung sinkt. Dauer und
Starke der Entziindungsreaktionen haben somit grofen EinfluB3 auf Menge und Qualitit der

produzierten Milch (Sordillo et al., 1997).

PMNG machen in reifer Milch aus gesunden Eutervierteln 12—61 % der somatischen Zellzahl
aus (Mielke, 1994). In der friihen Entziindungsphase konnen sie bis iiber 90 % der
Leukozytenzahl darstellen. Sie werden von Zytokinen, Komplementfaktoren und
Prostaglandinen zum Ubertritt aus dem Blut ins Euter veranlaBt und phagozytieren und toten
die eingedrungenen Bakterien mittels sauerstoffabhdngiger und -unabhingiger Mechanismen
(Sordillo et al., 1997). Neben dieser unspezifischen Abwehrleistung sind sie eine Quelle fiir -

Defensine (Selsted et al., 1993).

Makrophagen liegen in reifer Milch bis zu einem Anteil von 17 % des SCC vor. Auch sie sind
zu unspezifischer Phagozytose befdhigt, jedoch kann ihre Phagozytoseleistung durch
Immunglobuline, opsonierende Antikorper filir spezifische Pathogene, gesteigert werden. Sie
sind am Makrophagensystem beteiligt (Mielke, 1994) und zur Antigenprisentierung fahig.
Bakterienantigene von phagozytierten Keimen werden von ihnen neben Klasse-II-

Antikdrpern des ,,major histocompatibility complex* (MHC) auf der Zellmembran préasentiert
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(Sordillo et al., 1997). Sie sind also sowohl an der unspezifischen als auch an der spezifischen
Abwehr beteiligt. Milchmakrophagen koénnen die Proliferation von T-Zellen initiieren. Nach
Kontakt mit S aureus verdandern sie die Expression von MHC-Klasse-II-Antigenen und die
Interleukin-1-Produktion, wodurch die T-Zellen zur Vermehrung angeregt werden. Allerdings
ist deren Stimulation durch die Milchmakrophagen dreimal geringer als durch
Blutmonozyten, was auch in weniger MHC-Klasse-II-Molekiilen und geringeren IL-1-
Mengen zum Ausdruck kommt (Politis et al., 1992).

Die spezifische zelluldre Immunitit wird vermittelt von antigenprisentierenden Zellen und
Lymphozyten als den einzigen Zellen, die mittels spezifischer Membranrezeptoren Antigene
erkennen konnen (Sordillo et al., 1997). Lymphozyten aus dem Blut haben einen Anteil von
4-31 % des SCC in reifer Milch (Mielke, 1994). Sie unterteilen sich in T- und B-
Lymphozyten sowie Null-Zellen.

Die T-Lymphozyten untergliedern sich in zwei Hauptgruppen, of3-T-Zellen sowie yd-T-
Zellen. Thre prozentualen Anteile an der Gesamtlymphozytenzahl im Euter variieren je nach
Laktationsabschnitt und Gewebe (Sordillo et al., 1997). Die ap-T-Zellen umfassen die CD4+-
oder T-Helferzellen sowie die CD8+- oder T-Suppressorzellen. CD4+-Zellen erkennen den
von B-Lymphozyten und Makrophagen présentierten Komplex aus Bakterienantigenen und
MHC-Antikorpern. Sie produzieren und sezernieren Zytokine, die ihrerseits B- und T-Zellen
sowie Makrophagen aktivieren. CD8+-Zellen enthalten abhéngig vom Laktationsabschnitt
mehr Interleukin-(IL)-4-mRNA oder Interferon-(IFN)-y-mRNA. Im postpartalen Zeitraum
sind mehr Zellen mit IL4-mRNA vorhanden, die vor allem eine die Immunantwort
regulierende bzw. unterdriickende Funktion ausiiben. Die in der Laktationsmitte verstarkt
vorhandenen Zellen mit IFN-y-mRNA sind zytotoxisch. Sie erkennen alte Korperzellen
anhand ihres Antigen-MHC-Klasse-I-Antikorperkomplexes und toéten diese ab. Das
Verhiltnis zwischen CD4+- und CD8+-Zellen im gesunden Euter ist gegenséatzlich zu dem im
Blut, die Suppressorzellen iiberwiegen in der Milch. Diese Tatsache wird fiir die schlechtere
Reaktivitit der Milchleukozyten verantwortlich gemacht. Die Funktion der y&T-Zellen ist
noch nicht vollstdndig geklirt. Sie schiitzen Epitheloberflichen und sind verantwortlich fiir
den Abbau alter und eventuell verdnderter Zellen. In der Milch liegen sie in hoherer Zahl vor
als im Blut. In Zeiten groBerer Anfdlligkeit des Euters ist ihr prozentualer Anteil im
Parenchym vermindert (Sordillo et al., 1997).

Die groBen granulierten Null-Zellen sind nichtimmunogene Lymphozyten. Fehlen MHC-

Antikérper, wirken sie zytotoxisch. Uber die Fc-Rezeptoren kénnen sie jedoch auch an der
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antikorperabhéngigen zellvermittelten Zytotoxizitdt partizipieren. Sie tdten ihre Zielzellen mit
dem in ihren Granula enthaltenen Perforin sowie mittels des Tumornekrosefaktors-(TNF)-a
eingeleiteter Apoptose. Ihr extrazellulirer Toétungsmechanismus ist sowohl bei gram-
positiven wie gram-negativen Keimen wirksam (Garcia-Pefiarrubia et al., 1989). Uber die
Ausschiittung von Interleukin 2 aktivieren sie sowohl sich selbst als auch andere lymphoide
Zellen. Damit steigt die Féhigkeit des Euters, sich gegen S-aureus-Infektionen zur Wehr zu
setzen (Sordillo et al., 1991).

B-Lymphozyten sind verantwortlich fiir die Antikorperproduktion. Sie pridsentieren den
T-Zellen Bakterienantigene und MHC-Klasse-11-Antikorper, die daraufhin IL2 sezernieren,
was die Differenzierung der B-Zellen zu Plasma- oder Gedichtniszellen fordert. Thr
prozentualer Anteil an der Gesamtzahl der Lymphozyten bleibt {iber die Laktation recht
konstant zwischen 3-20 % (Mielke, 1994).

Unspezifische zellulare Abwehr: Phagozytose

Phagozytose, die aktive Aufnahme von Partikeln und Mikroorganismen in das Innere einer
Zelle und ihre Verstoffwechselung, ist ein unspezifischer zellulirer Abwehrmechanismus. In
der Milchdriise sind polymorphkernige neutrophile Granulozyten und Makrophagen zur
Phagozytose befdhigt. Thre Migration ins Eutergewebe stellt die erste immunologische
Verteidigungslinie gegen Erreger dar, die die anatomischen Barrieren des Zitzenkanals
iiberwunden haben (Paape und Capuco, 1997). Die Phagozytoseleistung dieser Zellen ist in
Milch jedoch deutlich geringer als im Blut und féllt im peripartalen Zeitraum nochmals ab.
Die Griinde dafiir werden zum einen in der Milieuverdnderung vermutet (geringerer
Sauerstoffgehalt, geringerer pH-Wert) als auch in einem Mangel an Opsoninen und Energie in
der Milch und darin, daB3 die Phagozytosekapazitit der Zellen bereits mit der Aufnahme von
Fett und Kasein erschopft ist (Senft und Neudecker, 1991). Suriyasathaporn et al. (2000)
wiesen nach, dal Leukozyten von Kiihen, die an Hyperketondmie leiden, geringere
Phagozytoseaktivitit zeigen als Leukozyten gesunder Individuen. Zusdtzlich senkt die
Anwesenheit von Ketonkorpern sowohl die Phagozytoseleistung an sich als auch die
Abtotungsrate der inkorporierten Partikel. Auch bei gesunden Kiithen werden nicht alle
inkorporierten Keime abgetotet, vor allem Staphylokokken konnen intrazelluldr tiberleben. In
der Phagozytosezelle sind sie geschiitzt, werden zum Teil auch in das interstitielle Gewebe
transportiert und nach dem Tod der Milchzelle wieder freigesetzt (Hensen et al., 2000). Die

Schaffung optimaler Bedingungen fiir eine moglichst hohe Phagozytose- und vor allem

10
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Abtotungsrate phagozytierter Infektionserreger ist unverzichtbar fiir eine positive

Beeinflussung der Eutergesundheit (Senft und Neudecker, 1991).

Spezifische zellulare Abwehr: Immunglobulinproduktion

Die Milchdriise ist in der Lage, eine Antigenstimulation mit der Produktion spezifischer
Antikorper zu beantworten. Diese Aufgabe erfiillen die Lymphozyten. Im Eutergewebe liegen
lymphoide Follikel und Infiltrate von lymphoiden Zellen in enger Verbindung mit dem
Schleimhautepithel. Besonders eng ist dieser Kontakt im Bereich der Zitze. Hier findet der
erste Kontakt zwischen eingedrungenen Infektionserregern und Lymphozyten statt, die
weitere Immunantwort wird ausgelost, und die lokal produzierten Antikorper gelangen in die

Milch (Senft und Neudecker, 1991).

2.2.3 Lodgliche Abwehr mechanismen

Die humoralen Abwehrmechanismen funktionieren im Einklang mit den zelluldren
Abwehrmechanismen in Milch und Gewebe, die beiden Systeme beeinflussen sich
gegenseitig. Auch die 16slichen Faktoren konnen in angeborene, unspezifische und

erworbene, spezifische unterteilt werden.

Spezifische humorale Abwehrfaktoren

Immunglobuline werden von durch Antigenkontakt aktivierten und nachfolgend zu
Plasmazellen ausdifferenzierten B-Zellen produziert. Sie wirken als 16sliche Effektoren der
spezifischen humoralen Immunantwort. Die in der Milch vorkommenden Antikdrper werden
entweder lokal produziert oder durch selektiven Transport aus dem Blut in die Milch
iiberfithrt. Wichtig fiir die Abwehr der Milchdriise sind vier Klassen der Immunglobuline:
IgG, 1gGy, IgM und IgA (Mielke, 1994). Die Konzentrationen der einzelnen Klassen in der
Milch variieren abhéngig von Laktationsstadium und Infektionsstadium der Milchdriise. In
gesunden Eutern liegen wéhrend der Laktation niedrige Konzentrationen vor, die wihrend der
Trockenstehperiode ansteigen und wéhrend der Kolostrumbildung Hochstwerte erreichen.
Hohe Konzentrationen werden aber auch wihrend der Laktation in Milch aus entziindeten

Eutern gemessen. Die Konzentrationen sind abhédngig von der Durchléssigkeit des

11
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sekretorischen Gewebes und der Zahl der Ig-produzierenden Zellen im Euter. IgG; ist der in
gesunden Eutern vorliegende Antikorper. Bei einer Entziindung transportieren neutrophile
Granulozyten IgG; in die Milchdriise (Sordillo et al., 1997).

IgGi, IgG; und IgM konnen Bakterien opsonieren und dadurch ihre Phagozytierung fordern.
Sie konnen entweder direkt oder zusammen mit der C3b-Komponente des
Komplementsystems an die Keime binden. IgA dagegen ist weder zur Interaktion mit dem
Komplementsystem noch zur Opsonierung von Bakterien befdhigt. Statt dessen scheint es zur
Agglutination der Keime untereinander beizutragen, die Ansiedlung von Bakterien im

Gewebe abzuwehren und Toxine zu neutralisieren (Senft und Neudecker, 1991).

Unspezifische humorale Abwehrfaktoren

Das Komplementsystem besteht aus Proteinen, die sowohl im Serum als auch in der Milch
vorkommen. Zusammen mit einem spezifischen Antikorper bewirkt es die Lyse der
Bakterienzelle. Die hochsten Konzentrationen der Proteine des Komplementsystems werden
wéhrend der Kolostralphase, in Sekreten entziindeter Euter und wéhrend der Euterinvolution
gemessen. Wihrend der Laktation sind nur geringe Konzentrationen nachweisbar. Deswegen
wird die Rolle des Komplementsystems in der Abwehr des Euters als eher gering eingestuft.
Zu den komplementsensitiven Organismen zéhlen jedoch unter anderem auch einige E.-coli-

Stamme (Sordillo et al., 1997).

Die im Milchsekret geldsten antimikrobiellen Proteine sind in dreifacher Hinsicht niitzlich.
Sie helfen der Kuh, sich gegen eingedrungene Mastitiserreger zur Wehr zu setzen und nicht
an einer Euterentziindung zu erkranken. Ferner hemmen sie die Vermehrung von Keimen in
der bereits ermolkenen Milch und machen sie so in gewissem Umfang haltbar. Zum dritten
wird ihnen auch ein forderlicher Effekt auf das Immunsystem des Menschen nachgesagt
(Hurley, 2000).

Milch von verschiedenen Spezies enthidlt die gelosten Proteine in unterschiedlichen
Mengenverhéltnissen. Wéhrend in der menschlichen Milch viel Lactoferrin und Lysozym
vorhanden ist, aber wenig Lactoperoxidase, ist das Verhdltnis beim Rind genau umgekehrt

(Mielke, 1994).
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Lactoperoxidase

Das Lactoperoxidasesystem besteht aus drei Komponenten, Lactoperoxidase, Thiocyanat und
Wasserstoffperoxid. Um die volle Wirksamkeit des Systems zu gewdhrleisten, miissen diese
gleichzeitig in optimalem Verhiltnis in der Milch vorhanden sein.

Das eisenhaltige Glykoprotein Lactoperoxidase ist aus zwei Untereinheiten aufgebaut, die
Synthese erfolgt direkt in der Milchdriise (Mielke, 1994). Identische Enzyme sind in den
Sekreten verschiedener exokriner Driisen vorhanden, zum Beispiel in Speichel und
Trénenfliissigkeit sowie in bronchialen, nasalen und intestinalen Sekreten (Hurley, 2000). Im
Vergleich zu den anderen geldsten Enzymen in der Milch erreicht es die hdochsten
Konzentrationen, jedoch schwanken diese relativ stark in Abhingigkeit von Rasse, Jahreszeit,
Fitterung und Laktationsabschnitt. In reifer Milch sind durchschnittlich 30 mg
Lactoperoxidase pro Liter Milch enthalten (Hurley, 2000), doch kénnen Konzentrationen bis
zu 150 mg/1 erreicht werden. Dabei sind im Kolostrum nur geringe Mengen nachweisbar. Die
Konzentrationen steigen nach den ersten 4-5 Tagen der Laktation an und sind am hdchsten in
der Trockenstehphase. Lactoperoxidase dient im Lactoperoxidasesystem als Katalysator bei
der Bildung von Hypothiocyanat. Thiocyanat stammt aus dem Blut, wo es in 10fach héherer
Konzentration vorliegt als in der Milch. Fiitterungsabhédngig schwanken die in der Milch
mefbaren Konzentrationen zwischen 0,01 und 0,5 mmol/I.

Wasserstoffperoxid, die dritte Komponente des Systems, ist normalerweise in Milch nicht
nachweisbar. Selten gelingt es, in frisch ermolkener Milch durchschnittlich 24 mg/l zu
messen. Wahrscheinlich wird Wasserstoffperoxid stindig produziert, aufgrund seiner starken
zelltoxischen Eigenschaften aber sofort wieder abgebaut.

Die Wirkungsweise des Lactoperoxidasesystems besteht in der Generierung von
Superoxidradikalen. Das entstehende, kurzlebige Hypothiocyanat wirkt sowohl
bakteriostatisch als auch bakterizid. Es hemmt Bakterien indirekt, einmal durch die Bildung
von Singulett-Sauerstoff, zum anderen durch Superoxid-Radikalbildung unter Beteiligung
von NADPH-abhingigen Systemen. Diese beiden starken Oxidationsmittel schidigen SH-
haltige Enzyme der Bakterien.

Die Wirkungsweise des Lactoperoxidasesystems ist identisch mit der des Myeloperoxidase-
Halogenid-Wasserstoffperoxid-Systems der PMNG. Dieses System ist wirksam bei direktem
Leukozyten-Bakterien-Kontakt, wie er bei der Phagozytose hergestellt wird. Das
Lactoperoxidasesystem wirkt im geldsten Zustand in der Milch ohne Zellbeteiligung (Mielke,

1994).
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Lactoferrin

Beim Lactoferrin handelt es sich um ein stark positiv geladenes, eisenbindendes
Glykoprotein, das in Milch, Tranenfliissigkeit, Speichel, Samen und in weillen
Blutkorperchen vorkommt. Es wird sowohl von sekretorischen Driisenepithelzellen als auch
von Leukozyten gebildet. Seine Struktur weist groe Homologie zu Transferrin auf. Milch
unterschiedlicher Arten enthélt unterschiedliche Mengen an Lactoferrin und Transferrin.
Wihrend humane Milch mit 1-6 mg/ml einen hohen Gehalt an Lacto- bei gleichzeitig
geringen Konzentrationen an Transferrin enthélt, betrdgt die durchschnittliche Konzentration
an Lactoferrin in reifer boviner Milch 0,1 mg/ml bei meBbaren Mengen an Transferrin
(Baumrucker und Erondu, 2000). In der Endphase der Tréichtigkeit steigen die
Konzentrationen auf 1-2 mg/ml, Kolostrum enthdlt 0,5-1 mg/ml. Die hochsten
Konzentrationen werden mit 20-50 mg/ml wéhrend der Involutionsphase des Euters
gemessen. In der Gegenwart von Bikarbonat bindet Lactoferrin in der Milch vorhandene freie
Eisenionen. Die Eisensittigung des Lactoferrins in Milch betragt 5-30 %.

Die biologische Funktionsweise des Proteins ist noch nicht vollstindig geklart. Mielke (1994)
zahlt drei Hypothesen auf, zum einen bakteriostatische Wirkung durch die Bindung des freien
Eisens, da es das Wachstum von Staphylokokken und koliformen Bakterien, die Eisen
benoétigen, verhindert. Eisenmangel dieser Bakterien konnte ebenfalls die Bildung des
Enzyms Dismutase storen, welches Superoxidradikale deaktiviert, und so die Phagozytierung
der Keime erleichtern (Sordillo et al., 1997). Hurley (2000) berichtet von einer
eisenunabhingigen bakterioziden Wirkung des Lactoferrins auf einige Streptokokken und
Vibrio cholerae. Zum zweiten wird dem Lactoferrin eine Tragerfunktion zugeschrieben. Ein
Komplex aus Lactoferrin und IgG, fordert das Andocken der Antikorper an eingedrungene
Keime. Zum dritten lagert sich Lactoferrin an lysozymgeschidigte Zellen an. In vitro waren
allerdings nur hohe Lactoferrinkonzentrationen wirksam (3—5 g/100ml). In der Gegenwart
von Citrat, das, von den Epithelzellen gebildet, in reifer Milch in relativ hohen
Konzentrationen vorliegt, entfdllt die bakteriostatische Wirkung des Lactoferrins. Dariiber
hinaus konnen einige Bakterien, zum Beispiel Sc. agalactiae, Lactoferrin als Eisenquelle
nutzen (Sordillo et al., 1997).

Nach neuen Untersuchungen spielt Lactoferrin eine wichtige Rolle bei der Regulation des
IGF-Systems. Es bindet selektiv an das IGF-Bindungsprotein-3 und setzt so gebundene IGF-
Molekiile frei. Wiahrend der Involutionsphase der Milchdriise und in der unmittelbaren

Pripartalphase ist die Produktionsrate des Lactoferrins erhoht, was wiederum mehr IGF-
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Molekiile aus der Bindung mit IGFBP-3 16st. Uber eine verstirkte Stimulation der IGF-1-
Rezeptoren konnen so Verdnderungen im Zellwachstum und der Apoptose bewirkt werden.
Daneben transportiert Lactoferrin auch IGFBP-3 zum Zellkern und konnte so unabhingig
vom IGF-System in die Regulierung von Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose

eingreifen. Die genauen Abldufe sind hier noch ungeklért (Baumrucker und Erondu, 2000).

Lysozym

Lysozym ist in normaler reifer Kuhmilch fast unmeBbar. Seine Konzentration steigt in Milch
aus mastitiskranken Vierteln mit hohen Zellzahlen. Es zerstort die Bakterienwand gram-
positiver Bakterien dadurch, da3 es den Aufbau der Glykosidbindung zwischen den beiden
Bestandteilen des Peptidoglykans verhindert. Die stirkste Wirksamkeit entfaltet es im
Zusammenspiel mit Lactoferrin. In Kombination mit IgA wird es wirksam gegen E. coli, mit
Ascorbat und Peroxid gegen Salmonella spp. Lysozym scheint die Immigration von PMNG

zu vermindern und so antiinflammatorische Wirkung zu haben (Hurley, 2000).

N-Acetyl-3-D-Glucosaminidase (NAGase)

Das lysosomale Enzym NAGase wird sowohl wihrend der Involution des Euters als auch
wihrend Entziindungsvorgingen in groen Mengen sezerniert. Es dient als Indikator von
wihrend Mastitiden entstandenen Gewebsschdden. Die spezifische Funktion ist unbekannt,
jedoch entwickelt es zusammen mit Lactoferrin erhohte antimikrobielle Aktivitdt. Eine
Beziehung zwischen dem Vorhandensein von pathogenen Keimen im Euter und den
gemessenen NAGase-Konzentrationen wurde nachgewiesen, der kausale Zusammenhang ist
jedoch noch nicht endgiiltig geklart. Im Uterus entwickelt es antimikrobielle Wirkung gegen
Arcantobacterium (Actinomyces) pyogenes, S. aureus, Sc. agalactiae und Pseudomonas
aeruginosa, wirkungslos bleibt es dort jedoch gegen E. coli und Enterokokken. Eine direkte
Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Vorgénge in der Milchdriise ist sicher nicht mdglich,

doch ist eine Wirkung der NAGase gegen mastitiserregende Keime denkbar (Hurley, 2000).

Zytokine
In den letzten Jahren wurde die Rolle der Zytokine bei physiologischen und pathologischen
Prozessen im Euter genauer untersucht. Mit dem Vorliegen groferer Mengen rekombinanter

Zytokine nehmen auch die Erkenntnisse tiber deren Wirkungsmechanismen zu.
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Zytokine sind vor allem beteiligt an der Chemotaxis, Adhdsion und Diapedese neutrophiler
Granulozyten. Sie besitzen zum Teil chemotaktische Eigenschaften, fordern Degranulation
sowie Expression von Adhédsionsrezeptoren auf der Oberflache der Neutrophilen und fordern
so deren Einwanderung in entziindetes Gewebe (Ibelgaufts, 1995). Die wichtigsten initialen
Wechselwirkungen zwischen Zellen der unspezifischen Immunabwehr, dem Kapillarendothel

und dem Alveolarendothel sind in Abbildung 2.1 zusammengefalt.

Aktivierung

Milch < MILCHMAKROPHAGE

CSFs

Interleukin 1 / Tumornekrosefaktor o

Milchdriise <4 @@

Inflam- *Chemotaktische *Expression *Diapedese *Zyto-
matorische Faktoren Adhésions- Endothel kine
Effekte *Zytokine molekiile v
*Wachstums- *Vasodilatation *Knochen-
faktoren *Permeabilitat mark:

*Chemotaktische Leukopoese

Faktoren *Diapedese v

*Zytokine Epithel *Zytokine

*Wachstums- *Wachstums-

\ faktoren faktoren

CSFs

Ve

PMNG = polymorphkernige neutrophile Granulozyten
CSFs = koloniestimulierende Faktoren

Abbildung 2.1: Vereinfachtes Schema der hypothetischen Kaskade zytokininduzierter

Vorginge bei der Auswanderung somatischer Zellen in die Milch
(modifiziert nach Kehrli und Shuster, 1994).
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23 IGF-lalsZytokin

2.3.1 Definition

Zytokine sind hormondhnliche Peptide und Proteine mit Signalfunktion, die hauptsidchlich
von Zellen des Immunsystems, aber auch von anderen Zelltypen synthetisiert und
ausgeschiittet werden. Sie werden als chemische Mediatoren in nano- bis picomolaren
Konzentrationen auf auto-, para- oder juxtakrine Weise wirksam. Allgemein kontrollieren
Zytokine Wachstum, Differenzierung und das Uberleben von Zellen. Daneben sind sie an der
Steuerung der Apoptose beteiligt. Thre vielen biologischen Aufgaben lassen sich in drei
Bereiche einteilen: Steuerung der Entwicklung sowie der Homoostase des Immunsystems,
Kontrolle des himatopoetischen Systems und Beteiligung an der unspezifischen Abwehr.

Die Zytokine bilden ein regulatorisches Netzwerk mit vielfdltigen gegenseitigen Verkniipfun-
gen. Die Interaktionen innerhalb dieses ,,Zytokin-Netzes* sind hdufig durch Zytokinkaskaden
charakterisiert, wobei ein Initialzytokin die Expression anderer Faktoren verursacht und
komplexe Feedback-Mechanismen in Gang setzt, die an der Feinregulierung neuroendokriner

und immunologischer Vorgénge beteiligt sind (Ibelgaufts, 1995; Koolman und R6hm, 1998).

2.3.2 Struktur und Genlokusdes | GF-1

Die erste Isolierung sowie die Sequenzierung des IGF-1 gelang Rinderknecht und Humbel
(1978). Die ausgeprigte Homologie zu Insulin deutet darauf hin, daf eine vor mindestens 600
Millionen Jahren erfolgte Genduplikation Ursprung der beiden Hormone war. Die Trennung
in IGF-1 und IGF-2 erfolgte vor dem Auftreten der ersten Sdugetiere (Froesch et al., 1985;
McCusker, 1998).

IGF-1 ist ein einkettiges, basisches Polypeptid aus 70 Aminosiuren, die durch drei
Disulfidbriickenbindungen zu ihrer rdumlichen Struktur aufgefaltet werden. Die
Aminosdurensequenzen des humanen, des bovinen und des porcinen IGF-1 sind identisch, zu

anderen Spezies bestehen sehr ausgepriigte Ubereinstimmungen (Abb. 2.2).
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Mensch
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Abbildung 2.2: Vergleich der Sequenzen von IGF-1 unterschiedlicher Spezies (modifiziert
nach GroPep, 2001)

Beim Rind liegt der Genlokus fiir IGF-1 auf dem Chromosom 5 (Miller et al., 1992). Die
Synthese erfolgt iiber die Ausbildung eines Prid-Pro-Hormons, das durch Proteolyse zum

IGF-1 , reift” (Duguay, 1999).

2.3.3 Das System der insulinghnlichen Wachstumsfaktoren

Das IGF-System setzt sich zusammen aus den drei Liganden Insulin, IGF-1 und IGF-2, drei
korrespondierenden Rezeptoren (IGF-1R, IGF-2R, Insulin-R), sechs hochaffinen
Bindungsproteinen (IGFBP-1 bis -6) und neun bindungsprotein-bezogenen Proteinen, IGFBP
related Proteins (IGFBP-rP-1 bis -9), die an IGF-1 und IGF-2 mit ungefdhr zehnmal niedriger
Affinitdt binden als die Bindungsproteine (Gibson et al., 1999; Baumrucker und Erondu,
2000).

Insulin, IGF-1 und IGF-2 kommen ubiquitdr im Korper vor. Sie wirken als Mediatoren fiir
Wachstum, Entwicklung und Differenzierung ebenso wie als endokrine Faktoren, die die
Apoptose von Zellen verhindern (Baumrucker und Erondu, 2000). Dabei 148t das ubiquitére
Vorkommen eine Beteiligung des IGF-Systems an der Wachstumskoordination verschiedener
Gewebe und Zelltypen vermuten (Cohick und Clemmons, 1993). Insulin und die IGFs
erginzen sich bei den Wachstums- und Stoffwechselvorgéingen. Ohne Insulin fehlen die fiir
das Wachstum benétigten Substrate. Die IGFs haben die Regulation der langsamen
Wachstumsprozesse sowie die Stimulation der Differenzierung einiger mesenchymaler

Zelltypen tibernommen (Froesch et al., 1985). Dabei ist IGF-2 vor allem ein Regulator des
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foetalen Wachstums (Listrat et al., 1994), wahrend IGF-1 verstarkt nach der Geburt wirksam
wird.

Der Hauptsyntheseort des IGF-1 ist die Leber, daneben wird es in fast allen Geweben des
Korpers synthetisiert. Seine Synthese wird sowohl vom Wachstumshormon (GH) als auch
von Prolaktin und anderen Zytokinen reguliert (Sara und Hall, 1990). Zahlreiche
wachstumsfordernde Effekte des GH werden durch IGF-1 vermittelt (Coleman et al., 1994),
es besteht allerdings eine negative Riickkopplung zwischen IGF-1 und der GH-Ausschiittung
in der Adenohypophyse (Elsaesser und Parvizi, 1996). IGF-1 besitzt eine &hnliche
metabolische Wirkung wie das Insulin, es fordert die Glukoseaufnahme und senkt die
Glukoseproduktion in den Hepatozyten (Sjoberg et al., 1994). Weiterhin werden Glukose-
und Aminosidurenaufnahme sowie die Proteinsynthese in der Muskelzelle gefordert (Froesch
et al., 1985).

Neben seiner endokrinen Wirkung hat IGF-1, bedingt durch seine lokale Synthese, wichtige
para- und autokrine Funktionen im Bereich der Zelldifferenzierung und der Wundheilung. Die
IGFs liegen in biologischen Fliissigkeiten in der Regel gebunden an die oben erwéhnten sechs
Bindungsproteine vor. Neben den wahrscheinlich GH-unabhéngigen Proteinen IGFBP-1, -2,
-4, -5, -6 existiert ein GH-abhidngigen Komplex aus IGFBP-3 und einer sédurelabilen
Untereinheit. Der Hauptteil der zirkulierenden IGFs ist an diesen Komplex gebunden
(Rechler, 1993). Die Bindungsproteine verldngern so die Halbwertszeit der zirkulierenden
IGFs, regulieren ihren Kapillaraustritt, thren Zugang zu den Rezeptoren und dadurch ihre
biologische Aktivitat (Hippel et al., 1999).

Der IGF-1- und der Insulinrezeptor weisen viele strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten
auf. Beide binden sowohl Insulin als auch die beiden IGFs, haben jedoch die hochste Affinitét
fiir den jeweils homologen Liganden (Cosgrove und Occhiodoro, 2000). Insulin wird am
IGF-1R mit ungefdhr 500-1000fach geringerer Affinitit gebunden als IGF-1 und IGF-2
(Hippel et al.,, 1999). Die Bildung von Hybrid-Tetramer-Rezeptoren aus Insulin-R und
IGF-1R-Untereinheiten ist ebenfalls moglich. Beide Rezeptoren sind involviert in Abldufe des
Zellwachstums, der Transformation und der Apoptose (Cosgrove und Occhiodoro, 2000).

Die Struktur des IGF-2R ist vollig verschieden von der des IGF-1R und des Insulin-R. Sie ist
jedoch identisch mit dem kation-unabhidngigen Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, der nach der
Geburt als lysosomales enzymleitendes Protein fungiert. Dieser Rezeptor bindet Insulin nicht,
jedoch IGF-1, allerdings mit deutlich geringerer Affinitit als IGF-2 (Cohick und Clemmons,
1993).
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24  Quantitativer Nachweisvon IGF-1in Milch

Das Peptidhormon IGF-1 liegt in Milch in Konzentrationen im ppb-Bereich vor (Collier et al.,
1991). Der quantitative Nachweis solch geringer Mengen erfordert immunologische
MeBmethoden. Diese nutzen die selektive Bindung von Antigenen bzw. gebundenen
Haptenen durch Antikorper. Eine bestimmte Menge (zum Beispiel radioaktiv) markierten
Hormons wird von einem in begrenzter Menge vorliegenden Antikorper gebunden.
Unmarkiertes Hormon aus der zu untersuchenden Probe verdringt markiertes Hormon aus der
Bindung mit dem Antikdrper. Je hoher die Hormonkonzentration in der Probe ist, desto
weniger Radioaktivitit liegt schlieBlich gebunden vor. Die Empfindlichkeit von
Radioimmuntests (RIA) wird durch die spezifische Aktivitit des radioaktiv markierten
Standards und durch die Spezifitit des eingesetzten Antikorpers bestimmt (Cooper, 1981).
Wichtig fiir genaue Ergebnisse ist die ungestorte Komplexbildung zwischen Antikdérper und
Antigen sowie die freie Gleichgewichtseinstellung der Bindung von freiem und unmarkiertem
Hormon am Antikorper.

IGF-1 liegt in biologischen Fliissigkeiten wie in der Milch zum grof8en Teil gebunden an
IGFBP vor (Schams, 1994; Baumrucker und Erondu, 2000). Diese Bindungsproteine haben
eine vergleichsweise hohe Affinitdt zu dem Wachstumsfaktor (Ky4 = 10 bis IO'Hmol/l), die
der Affinitdt der im RIA eingesetzten Antikorper sehr nahe kommt (Blum und Breier, 1994).
Bisher ist noch kein fiir den Einsatz in einem RIA geeigneter Antikérper bekannt, der mit
IGF-1 reagieren konnte, wihrend es an IGFBP gebunden ist. Der Grund hierfiir liegt
vermutlich in einer sterischen Hinderung (Blum und Breier, 1994; Daxenberger, 1998).

Fiir genaue Konzentrationsergebnisse ist die Dissoziation des Komplexes aus IGF-1 und
IGFBP noétig. Diese erfolgt am schnellsten im sauren Milieu bei pH-Werten < 3.,4.
AnschlieBend wurde die rdumliche Abtrennung der Bindungsproteine gefordert, andere
Methoden wurden fiir zu unzuverldssig gehalten (Daughaday et al., 1987). Gebréduchliche
Extraktionsmethoden waren entweder die Extraktion an Festphasen, mit S&ure-Ethanol-
Gemisch bzw. Ameisensdure, oder durch Kryoprizipitierung mit S&ure-Ethanol-Gemisch
(Breier et al.,, 1991). Alle aufgefiihrten Methoden erreichten jedoch keine vollstindige
Beseitigung der Storungen durch die Bindungsproteine. Somit konnte die anschlielende
Messung nicht die exakten IGF-1-Konzentrationen ermitteln (Frey et al., 1994; Gutierrez et

al., 1997; Shimizu et al., 2000).
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Die fiir IGF-1-Messungen in Plasma anerkannte Methode (Bang, 1995) der
GroBenausschluBchromatographie unter sauren Bedingungen ist fiir Messungen der
Konzentrationen in Milch ungeeignet. Zum einen fillt das Kasein der Milch im sauren Milieu
aus, und das Prizipitat kann nicht mit auf die Sadule aufgetragen werden. Die Entfernung des
Kaseins ist bei dieser Methode fiir genaue Ergebnisse unumginglich (Gibson et al., 1999).
Zum anderen sind die in Milch vorliegenden IGF-1-Konzentrationen so gering, da3 die fiir die
Methode ndtigen Verdiinnungsschritte die in der Probe vorliegenden Hormonmengen haufig
unter die Nachweisgrenze bringen.

Fiir die Messung von IGF-1 in Milchproben eignet sich die funktionelle Trennung: Nach der
Dissoziation des IGF-1/IGFBP-Komplexes im sauren Milieu werden die Bindungsproteine
mit einem UberschuB an IGF-2 abgesittigt. IGF-1 bleibt frei und steht fiir die Bindung an den
Antikorper zur Verfligung. Voraussetzung fiir das Gelingen dieser Methode ist die
Entwicklung und Verwendung eines hochspezifischen Antiserums, das nicht mit IGF-2

kreuzreagieren kann (Blum und Breier, 1994; Daxenberger et al., 1998).

25 DaslIGF-Systemin der bovinen Milchdriseund in der Milch

In bovinen Mammaepithelzellen wurden der IGF-1-, der IGF-2- und der Insulin-Rezeptor
nachgewiesen. Die Anzahl der IGF-1-Rezeptoren im Eutergewebe sinkt nach dem Abkalben
im Verlauf der Laktation ab. Zeitgleich sinken die IGF-1-Konzentrationen im Blut
(Baumrucker und Erondu, 2000).

IGF-1 kann vor allem im Stroma von bovinem Mammagewebe nachgewiesen werden
(Schams, 1994). Anfinglich wurde es erst nach einer in-vivo-Behandlung mit GH auch in den
Mammaepithelzellen lokalisiert (Glimm et al., 1988). Spéater gelang der Nachweis von IGF-1
auch ohne Vorbehandlung in den Epithelzellen des Euters (Schams et al., 1995). Campbell et
al. (1991) stellten die Synthese und Sekretion von IGF-1 und IGFBP durch bovine
Milchdriisenepithelzellen in Untersuchungen an Organkulturen fest, wobei die sekretorischen
Alveolarzellen IGF-1 und IGFBP sezernieren, aber nur die Bindungsproteine synthetisieren
konnen. Baumrucker et al. (1993) fanden keine Hinweise fiir eine Synthese des IGF-1 in den

Epithelzellen.
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Die IGF-1-Konzentration im Sekret der Milchdriise ist beim Rind post partum sehr hoch und
nimmt im Verlauf der Kolostralphase kontinuierlich ab (Malven et al., 1987; Collier et al.,
1991; Dehnhard et al.,, 2000). IGF-1 liegt in der Milch in der Regel gebunden an
Bindungsproteine und nur in geringem Malle als freies Protein vor (Campbell und
Baumrucker, 1989). Nur wihrend der ersten Gemelke post partum wiesen Schams und
Einspanier (1991) den grofSten Teil des IGF-1 in freier Form nach.

Bovine Mammaepithelzellen synthetisieren und sezernieren vier IGF-Bindungsproteine
(IGFBP-2, -3, -4, -5) (Gibson et al., 1999). Dabei ist IGFBP-3 in der bovinen Milchdriise am
starksten vertreten (Gibson et al., 1999; Baumrucker und Erondu, 2000), wobei die
Expression der Bindungsproteine speziesspezifisch ist (Flint et al., 2000). Vega et al. (1991)
fanden in der bovinen Milch hauptsdchlich IGFBP-2 und IGFBP-3. Das Mengenverhéltnis der
sezernierten IGFBP scheint dabei von der biologischen Funktionsphase der Milchdriise und
dem physiologischen Status des Tieres, insbesondere vom fiitterungsbedingten
Energieangebot, abhingig zu sein (Flint et al., 2000; Weber et al., 2000).

Neben der lokalen Produktion von IGF-1 durch das Eutergewebe halten Liebe und Schams
(1998) auch eine Produktion durch die somatischen Milchzellen fiir moglich. Dariiber hinaus
wurde der Transport von IGF-1 aus dem Blut in die Milch nachgewiesen (Prosser et al.,
1987), wobei der genaue Transportmechanismus noch ungeklért ist. In der Diskussion sind
derzeit drei Mdglichkeiten. IGF-1 konnte durch die ante partum, in der Kolostralphase oder
bei Entziindungsreaktionen (noch) nicht geschlossenen tight junctions zwischen den
Epithelzellen aus dem Extrazellularraum in die Milch diffundieren. In der normal laktierenden
Milchdriise konnte IGF-1 entweder durch eine rezeptorvermittelte Endozytose oder durch
einen Einfangmechanismus mit den in den Epithelzellen synthetisierten IGF-
Bindungsproteinen in die Zelle gebracht werden (Grosvenor et al., 1993). Die gro3en Mengen
an nachweisbarer IGF-1-mRNA im Eutergewebe (sie sind denen in der Leber vergleichbar)
und die fehlende direkte Korrelation zwischen den IGF-1-Konzentrationen im Serum und in
der Milch sprechen fiir eine ausgeprigte lokale Produktion des Wachstumsfaktors (Schams,
1994).

Bis heute gibt es wenig Beweise fiir einen direkten galaktopoetischen Effekt von IGF-1
(Cohick, 1998). Es fordert allerdings die Teilung der mammaéren Epithelzellen (McGrath und
Collier, 1988; Weber et al., 2000) und verlangsamt deren Apoptose (Bauman, 1999). Diese
Zellen synthetisieren und sezernieren auch IGF-Bindungsproteine (Baumrucker und Erondu,

2000). Dabei untersteht das Bindungsprotein 3 einer direkten Kontrolle durch die vorliegende
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IGF-1-Konzentration. In Zellen mit viel IGFBP-3 verursacht IGF-1 eine besonders deutliche
Steigerung der DNA-Synthese. IGF-1 kann also die Synthese des IGFBP-3 stimulieren,
dessen Anwesenheit wiederum die Wirksamkeit des IGF-1 verstérkt. Ob dieser Mechanismus
auch in der laktierenden Milchdriise in vivo funktioniert, muB3 noch gekldrt werden. Viel
spricht dabei flir endokrine Mechanismen, die Rolle des lokal gebildeten IGF-1 fiir die
Galaktopoese ist noch unklar (Cohick, 1998).

Das in der Milch vorkommende IGF-1 hat vermutlich zu einem Teil lokale Bedeutung fiir
regenerative und immunmodulierende Prozesse. Bei Wundheilungsprozessen sezernieren erst
Makrophagen und Thrombozyten, danach auch das umliegende Gewebe den
Wachstumsfaktor. Zusammen mit dem platelet-derived growth factor fordert er Zellwachstum
und Matrixausscheidung und trigt so zur Geweberegeneration bei (Bird und Tyler, 1994).
Tapson et al. (1988) sowie Arkins et al. (1993) vermuteten eine chemotaktische und
proliferative Wirkung des IGF-1 auf neutrophile Granulozyten und Lymphozyten. Kelley
(1989) stellte einen fordernden hdmatopoetischen Effekt auf die Differenzierung neutrophiler
Granulozyten in vitro fest. Zhao et al. (1992) wiesen spezifische IGF-1-Rezeptoren an
bovinen Monozyten und neutrophilen Granulozyten nach, die nach Stimulation mit IGF-1
auch eine Steigerung ihrer Mitoseraten zeigen (Zhao et al., 1993). Inkubation mit IGF-1
erhoht den oxidativen Metabolismus von bovinen, porcinen und humanen Granulozyten
deutlich (Fu et al., 1991, Zhao et al., 1993). Besonders effektiv scheint der Priming-Effekt
von IGF-1 auf bovine Granulozyten und Makrophagen zu sein. Die Superoxidproduktion
dieser Zellen nach entsprechenden Reizen wird gesteigert (Fu et al., 1991; Arkins et al.,

1993).

2.6  Bovines Somatotropin, IGF-1 und Mastitis

Bovines Somatotropin (bST) oder Wachstumshormon (GH) ist ein aus 190 oder 191
Aminosduren zusammengesetztes Proteinhormon, das in der Adenohypophyse gebildet und
von ihr episodisch sezerniert wird (Gluckman et al., 1987). Im Gegensatz zu IGF-1 weist das
Wachstumshormon eine ausgeprigte Speziesspezifitit auf, auch innerhalb einer Spezies
besteht eine ausgeprigte Heterogenitdt (Bauman, 1991).

Seine Konzentration im Blut ist abhéingig von Alter, Geschlecht und Erndhrungszustand des

Tieres (Schams et al., 1988). bST reguliert im Sinne einer homeorhetischen Kontrolle die
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Néhrstoffverteilung im Korper (Peel und Bauman, 1987). Korpereigenes bST ist essentiell fiir
normales Wachstum und die Entwicklung der Milchdriise, wobei die genauen
Wirkungsmechanismen noch ungekldrt sind (Sejrsen et al., 1999). Exogen zugefiihrtes bST
oder rekombinantes bST (tbST) haben gleichermaBlen EinfluB auf Wachstum,
Néhrstoffnutzung und Milchleistung (Bauman et al., 1985; Kirchgessner et al., 1987). (r)bST-
Behandlung steigert die Milchmenge um bis zu 10-25 % pro Kuh und Laktation (Kronfeld,
1988), Steigerungen um bis zu 40 % sind berichtet worden (Peel und Bauman, 1987). Diese
Verbesserung entspricht dem Ergebnis von 10-20 Jahren ziichterischer Arbeit (Bauman,
1999). In Abhédngigkeit von der Stoffwechselsituation wirkt bST, zum Teil tiber das IGF-
System, anabol auf die Milchdriise, aber katabol auf das Fettgewebe (Karg, 1988) und
begiinstigt so durch das zur Verfligung gestellte Korperfett die Milchbildung.

Exogen zugefiihrtes bST verschiebt die Néhrstoffverteilung im Korper zugunsten der
Milchsynthese (Bauman, 1992). Die Milchdriise wird stérker durchblutet und so besser mit
Néhrstoffen versorgt. Im Euter wirkt bST wahrscheinlich indirekt tiber das IGF-System. Nach
einer tbST-Behandlung sind die IGF-1-Konzentrationen sowohl im Serum als auch in der
Milch erhoht (Daxenberger, 1998). Die sekretorische Kapazitit des Mammagewebes wird
erhoht und die Lebensdauer der sekretorischen Zellen verldngert (Bauman, 1999). Es wird
unter rbST-Einfluf auch iiber eine erhdhte Umwandlung des Schilddriisenhormons Thyroxin
zu der biologisch aktiveren Form Trijodthyronin in der Milchdriise berichtet, was die
Milchmengenmehrleistung mit vermitteln soll (Capuco et al., 1989).

Die Anwendung von rbST zur Steigerung der Milchleistung wurde 1994 in den USA
zugelassen (Tucker, 2000), in Europa ist sie verboten.

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Studien iiber die Auswirkungen von bST auf die
Gesundheit der Milchkiihe sind widerspriichlich. Es wurden zum Teil Auswirkungen auf den
Stoffwechsel, den Bewegungsapparat, die Fruchtbarkeit und die Eutergesundheit beobachtet
(Ceelen, 1995). Andere Forscher konnten keinerlei signifikante Unterschiede zwischen dem
Gesundheitszustand von behandelten und unbehandelten Tieren feststellen (Peel und Bauman,
1987; Bauman, 1992).

bST beeinflullt den Stoffwechsel unter anderem iiber die Lipidmobilisation im Korper (Karg,
1988). Lean et al. (1994) fanden bei Kiihen, die in der vorausgegangenen Laktation mit rbST
behandelt worden waren, weniger ketondmische bzw. an klinischer Ketose erkrankte Tiere als

bei den unbehandelten Kontrolltieren. rbST steigerte graduell die freiwillige
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Futteraufnahmemenge (Bauman et al., 1985). Daneben scheinen GH-Gaben auch den
oxidativen Abbau von Medikamenten zu beeinflussen (Witkamp et al., 1993).

Entziindliche Reaktionen an den Injektionsstellen sind beschrieben worden (Pell et al., 1992).
In einigen Studien zeigten rbST-behandelte Kiihe hiufiger Entziindungen der Klauen und der
Gelenke (Zhao et al., 1992; Collier et al., 2001).

Der Einfluf3 der rbST-Behandlung auf die Fruchtbarkeit wird widerspriichlich bewertet. Pell
et al. (1992) und Collier et al. (2001) konnten keine nachteiligen Auswirkungen feststellen.
Dagegen berichteten Zhao et al. (1994) von hdufigerer GnRH-Therapie und ldngeren Rast-
und Giistzeiten, Oldenbroek et al. (1991) beobachteten ein um 5 9% niedrigeres
Geburtsgewicht bei Kédlbern von Kiihen, die in der vorangegangenen Laktation mit rbST
behandelt worden waren.

Collier et al. (2001) und McClary et al. (1994) konnten keine signifikant erhohte Inzidenz von
Mastitiden unter rbST-Behandlung feststellen. McClary et al. (1994) beobachteten jedoch
eine dosisabhingigen Trend zu steigenden Zellzahlen bei den behandelten Kiihen. Diese
Beobachtung wurde auch von Lissemore et al. (1991) gemacht, die auch eine dosisabhingige
gesteigerte Neuinfektionsrate bei tbST-behandelten Kiihen in der Hochlaktation nachwiesen.
Pell et al. (1992), Zhao et al. (1994), Ceelen (1995), Judge et al. (1997) und Lean et al. (2000)
berichten von einem gesteigerten Mastitisrisiko unter tbST-Behandlung. Dabei ist jedoch zu
bedenken, dal das Mastitisrisiko mit steigender Milchmenge zunimmt (White et al., 1994).
Sie konnten eine positive lineare Abhédngigkeit zwischen Milchmenge und Mastitisinzidenz
ermitteln, die durch rbST nicht verdandert wurde. In bezug auf den erzeugten Liter Milch sank
die Mastitisrate mit steigender Leistung, ebenfalls unveréndert durch rbST. Es ergab sich kein
erhohtes Mastitisrisiko bei Kiihen, die eine mit Hilfe von rbST gesteigerte Milchleistung
hatten im Vergleich zu Kiihen, deren Milchleistung aufgrund ziichterischen Fortschritts auf
dem gleichen Niveau lag (White et al., 1994).

Hoeben et al. (1999a) fanden bei den rbST-behandelten Kiihen einen schnelleren und hoheren
Anstieg der Zellzahlen, der nach der Entziindung im Gegensatz zu den Kontrolltieren
allerdings nicht wieder auf die vorher gemessenen Werte zuriickging. Von erhdhte Zellzahlen
nach bST-Behandlung berichten auch Lissemore et al. (1991), Ceelen (1995) und Burvenich
et al. (1999).

Die Behandlung mit rbST scheint positive Effekte auf die Eutergesundheit zu haben. Bei
Kithen mit experimentell induzierter Mastitis kam es nach rbST-Behandlung zu einer

schnelleren Erholung (Lean et al., 2000). Hoeben et al. (1999a) beobachteten bei Kiithen mit
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experimentell induzierter Sc.-uberis-Mastitis unter rbST-Schutz weniger ausgeprigte
klinische Symptome, einen geringeren Milchmengenriickgang und geringere Anderungen der
Milchzusammensetzung sowie eine verkiirzte Rekonvaleszenzzeit. Eine Erhohung der Serum-
bST-Konzentrationen konnten Shuster et al. (1995) bei Kiithen mit experimentell induzierter
E.-coli-Mastitis wéhrend der Fieberphase nachweisen, was von Burvenich et al. (1999)
bestatigt wurde. Bruckmaier et al. (1993) fanden bei mittels E.-coli-Endotoxin induzierter
Mastitis dagegen keine Erhohung der Serum-bST-Konzentration. Bei allen diesen
Experimenten war aber eine Erhohung der IGF-1-Konzentrationen in der Milch feststellbar
(Bruckmaier et al., 1993; Shuster et al., 1995; Burvenich et al., 1999), welche nicht nur auf
das entziindete Viertel in der Phase der Storung der Blut-Euter-Schranke beschrankt war. Eine
Erhohung der bST-Konzentrationen in der Milch war dagegen nur in dem entziindeten
Driisenkomplex bei durchlédssiger Blut-Euter-Schranke nachweisbar (Burvenich et al., 1999).
Lean et al. (2000) vermuten die Schutzwirkung des bST in einer Verbesserung der
Immunantwort. Hoeben et al. (1999a) gehen davon aus, da3 die Schutzwirkung von bST auf
das Eutergewebe durch IGF-1 vermittelt wird, welches einen positiven Effekt auf das
Zytoskelett und die tight junctions ausiibt. Bruckmaier et al. (1993) konnten bei durch E.-coli-
Endotoxin induzierten Mastitiden allerdings keinen EinfluB einer lokalen Behandlung
erkrankter Viertel mit IGF-1 erkennen. Burvenich et al. (1999) berichten von einem
stimulierenden Effekt von IGF-1 und bST auf Leukozyten und das Knochenmark. Auf
zirkulierenden bovinen mononuklearen Zellen konnten spezifische IGF-1-Rezeptoren
nachgewiesen werden. IGF-1 und bST stimulieren Erythropoese, Differenzierung und
Proliferation von Granulozyten und Monozyten, Sauerstoffradikalproduktion, Phagozytose
und Einwanderung der Abwehrzellen. bST und IGF-1 sind notwendig fiir das Uberleben
ruhender Leukozyten.

Bereits Selye (1955) berichtete von der starken fordernden Wirkung von GH auf das
Entziindungspotential des Bindegewebes. Hoeben et al. (1999b) beobachteten bei rbST-
behandelten Kithen mit experimentell induzierter Sc.-uberis-Mastitis eine schwéchere
Leukopenie als bei den Kontrollkithen. rtbST schiitzte die erkrankten Kiihe vor schweren
lokalen und klinischen Symptomen und verbesserte so ithr Wohlbefinden, hatte aber keinen
nachweisbaren EinfluB auf Chemilumineszenz, Diapedese und die Expression von
Adhisionsrezeptoren auf zirkulierenden PMNG.

Dagegen berichtete Kelley (1990) von einer anregenden Wirkung des GH auf
Leukozytenfunktionen wie AntikOrpersynthese, zytolytische Aktivitit der T-Lymphozyten,
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Aktivitdt der natiirlichen Killerzellen, Differenzierung der Neutrophilen, TNFa-Produktion
und Thymulin-Synthese. Dabei wurde GH auch von Leukozyten produziert, so dall es in
lymphoidem Gewebe wie ein Zytokin wirksam werden konnte.

Laktierende Kiihe zeigten nach der Behandlung mit bST eine moderate Linksverschiebung
der Neutrophilen und insgesamt einen Anstieg der Leukozytenzahl. Grund hierfiir konnte die
Wirkung von bST auf das Knochenmark sein, ndmlich die Freisetzung der gespeicherten
Zellen und die Aktivierung des koloniestimulierenden Faktors (CSF). Im Falle einer E.-coli-
Mastitis, deren Ausgang von der Zahl der Neutrophilen abhéngt, konnen GH und IGF-1 den
Ausgang der Erkrankung giinstig beeinflussen. Dariiber hinaus ist auch die entziindete Driise
noch empfianglich fiir die leistungssteigernde Wirkung von bST (die wahrscheinlich von
IGF-1 vermittelt wird nach denselben Mechanismen wie bei gesunden Kiihen). Daneben gibt
es AnlaBl zur Vermutung, dal GH auch die Neutrophilenfunktionen fordert und daher die
Milchdriise sich besser verteidigen kann (Burvenich et al., 1999).

IGF-1 ist sowohl an der Entwicklung und Erhaltung der Milchdriise beteiligt als auch an der
Milchproduktion und an den Abwehrmechanismen des Euters. Die genauen
Regelmechanismen sind dabei noch zum groflen Teil unbekannt. Genauere Kenntnis der
natilirlichen Abldufe ist notwendig, um bei Krankheit, also gestorten Regelverhéltnissen,

erfolgversprechend eingreifen zu kénnen.
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3 Material und M ethoden

3.1 Rahmenprojekt

Von Januar 1997 bis Dezember 1998 wurde in Schleswig-Holstein das Projekt ,,Qualitéts-
sicherung in der Milcherzeugung durch Verbesserung der Milchqualitit und der Eutergesund-
heit* durchgefiihrt. Es stellte eine Zusammenarbeit der Landwirtschaftskammer Schleswig-
Holstein mit dem Institut fiir Tiergesundheit und Lebensmittelqualitit (ITL) Kiel, dem
Landeskontrollverband (LKV) Schleswig-Holstein, Landwirten und ihren Hoftierdrzten sowie
dem Institut fiir Tierzucht und Tierhaltung der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel dar.

Im Rahmen des Projektes wurden auf 15 landwirtschaftlichen Betrieben in Schleswig-
Holstein einmal monatlich Viertelanfangsgemelksproben (VGP) von allen laktierenden
Kiithen gezogen und auf Zellzahl und Keimvorkommen untersucht. Parallel dazu wurden
Daten zu Tiergesundheit, Herdenmanagement, Haltung, Fiitterung sowie Melktechnik und
Melkhygiene erfaf3t und ausgewertet.

Voraussetzung fiir die Beteiligung der landwirtschaftlichen Betriebe am Projekt war die
Mitgliedschaft in der Rinderspezialberatung, die regelméfige Teilnahme an der
Milchleistungspriifung des LKV Schleswig-Holstein, regelméaBige Kontrolle der Melktechnik
nach der DIN/ISO-Norm 5707 sowie die personliche Motivation der Betriebsleiter.

3.2  Probengewinnung

3.21 Ausgewéhlte Betriebe

Die Milchproben von neun der 15 am Projekt beteiligten Betriebe wurden in die Messung der
IGF-1-Konzentrationen einbezogen. Die Auswahl dieser Betriebe erfolgte anhand der Daten,
die bis April 1998 erhoben worden waren. Es wurden vier Betriebe ausgewihlt, in deren Tier-
bestand selten Probleme mit der Eutergesundheit aufgetreten waren, und vier Betriebe, deren
Kiihe hdufig an Eutergesundheitsstorungen gelitten hatten. Zusétzlich wurden Proben von
einer Herde gewonnen, die auf ein automatisches Melkverfahren (AMV) umgestellt worden
war. Die HerdengroBe lag zwischen 37 und 86 Tieren, die durchschnittliche Milchleistung
bewegte sich zwischen 15,5 und 22,8 kg Milch pro Kuh und Tag (Tabelle 3.1).

28



Tabelle 3.1: Betriebe, deren Kiihe zur Probengewinnung herangezogen wurden: Herdengrof3e und -leistung (in den Jahren 1997 und 1998),
Rassenverteilung, Anzahl der gezogenen Viertelanfangsgemel ksproben, Anzahl der beprobten Tiere sowie Anzahl Proben-

nahmen pro Kuh
Vertretene Rassen Durchschnittliche
saico et Mot | (Al b0l T s bt AT
A RB SB DN proben Einzeltiere (min/ max)
1 20,8 38 0 147 21 0 672 45 40 (1/7)
2 21,9 44 5 17 124 6 608 60 26 (1/6)
3 22,2 79 0 9 150 8 668 78 22 (1/5)
4 21,8 59 0 0 1le67 0 668 63 26 (1/6)
5 19,6 51 0 148 1 10 636 60 2,7 (1/6)
6 22,8 61 0 21 101 0 488 67 1,8 (1/5)
7 15,5 86 0 140 26 0 664 72 24 (1/7)
8 17,8 81 0 158 4 2 656 71 2,4 (1/6)
9 20,8 84 167 0 0 0 668 55 31 (1/7)
A =Angler

RB = Deutsche Holstein der Farbrichtung Rot
SB = Deutsche Holstein der Farbrichtung Schwarz
DN = Deutsche Rotbunte, Doppel nutzung
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Alle Betriebe hielten ihre Kiihe in Boxenlaufstdllen mit Weidegang in den Sommermonaten.
In acht Betrieben wurden die Tiere in Fischgritenmelkstinden gemolken, Betrieb 2 verfiigte

iiber ein automatisches Melkverfahren mit Einboxensystem.

3.2.2 Probennahmeregime und Milchprobenaufbereitung

In den neun Betrieben wurden Milchproben fiir die Bestimmung der IGF-1-Konzentrationen
von Mai bis Dezember 1998, mit Ausnahme des Monats Juli, einmal monatlich gezogen. Die
Entnahme der Viertelanfangsgemelksproben erfolgte stets wéhrend des morgendlichen
Melkens. Die normalerweise mit AMV gemolkenen Kiihe wurden zur Probenentnahme durch
einen konventionellen Melkstand getrieben. Bei der Probennahme wurde folgendes Schema

eingehalten (Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft, 2000):

*  Wegmelken des Vorgemelks, Euterreinigung und -stimulation durch den Landwirt,

e Desinfektion der Zitzen mit 70 % Ethanol, danach Trocknen der Zitzen mit
Einmaltiichern,

*  Wegmelken von weiteren 2 bis 3 Strahlen,

* Entnahme von 30 ml Milch in sterile Milchprobenrohrchen, die je 0,18 g Borsdure in

Pulverform als Stabilisator enthielten.

Maximal 3 Stunden nach Ende der Probennahme kamen die Milchproben am ITL an. Ab
diesem Zeitpunkt wurden sie bis zur Magermilchgewinnung gekiihlt. Vorversuche bestitigten
die Stabilitdt des IGF-1 in gekiihlten, mit Borsdure als Stabilisator versehenen Milchproben
iiber den Bearbeitungszeitraum. Eine graphische Ubersicht der Ergebnisse dieser Versuche ist

im Anhang dargestellt.

Am ITL Kiel wurden von jeder Probe ca. 2 ml fiir die bakteriologischen Untersuchungen
entnommen. Die Bestimmung der Zellzahl mittels fluoreszenzoptischer Methode
(Fossomatic”) erfolgte beim LKV Kiel. Anschlieend wurde am Institut fiir Tierzucht und
Tierhaltung aus den zur IGF-1-Bestimmung vorgesehenen Proben Magermilch gewonnen.
Dazu wurden diese Proben bei 4 °C und 4000 x g 30 Minuten lang zentrifugiert und jeweils

4 ml der Magermilch bei —20 °C bis zur Messung gelagert.
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3.2.3 Probenauswahl fur die | GF-1-Bestimmung

Alle gezogenen Milchproben wurden zytologisch und bakteriologisch untersucht.
Entsprechend der Ergebnisse der zytologischen und bakteriologischen Untersuchungen der
Milchproben wurde jede Kuh eines Betriebs einer der folgenden vier Gesundheitsgruppen

zugeteilt (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2:

Einteilungskriterien fiir die Zuordnung einer Kuh zu einer der vier
Gesundheitsgruppen (Gesundheitsgruppe Kuh)

Untersuchungsergebnisse der
Viertelanfangsgemelksproben

Gruppe Bezeichnung
Somatische Zellzahl Bakteriologische
(SCCO) Untersuchung (BU)
I normale Sekretion in allen vier Vierteln fur alle vier Viertel
<100.000/ml negativ
1 ) .. in mindestens einem fur alle vier Viertel
unspezifische Mastitis Viertel > 100.000/ml negativ
I RPN .. in mindestens einem fur mind. dieses
(sub-)klinische Mastitis Viertel > 100.000/ml Viertel positiv
I\Y% in allen vier Vierteln  fiir mind. ein Viertel

latente Infektion

<100.000/ml

positiv

Fir die Messung der IGF-1-Konzentration wurden monatlich von jedem Betrieb, nach
erfolgter Zuteilung der Kiithe zu den Gruppen I — IV, aus jeder Gesundheitsgruppe zufillig
sechs Tiere ausgewihlt. Die Viertelanfangsgemelksproben dieser Kiihe wurden zur weiteren
Untersuchung vorbereitet und gelagert. Insgesamt wurde die IGF-1-Konzentration in 5728

Magermilchproben von 571 Kiihen gemessen.
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3.3 | GF-1-Radioimmuntest

3.3.1 PrinzipdesRIA

Das Prinzip des Radioimmuntests besteht in der spezifischen Bindung eines Antikdrpers an
das Antigen. Das zu bestimmende Hormon aus der Probe konkurriert mit einer definierten
Menge desselben, aber radioaktiv markierten Hormons um die Bindungsstellen des
Antikorpers. Dabei wird um so weniger radioaktiv markiertes IGF-1 gebunden, je hoher die

Konzentration des nativen Hormons in der Probe ist.

3.3.2 Reagentien und L 6sungen

a) Puffer A: 20 mM Phosphatpuffer (pH 2,8) zur Verdiinnung der Proben und der

Standardpunkte
2,59 mM Phosphorséure (85 %)
16,41 mM NaH,PO4*H,0O
5,00 mM EDTA (Titriplex III)
120,00 mM NacCl
0,20 % BSA (RIA grade)
0,50 % Triton X-100

b) Puffer B: 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,8) zur Verdiinnung des Antikorpers und des

Tracers
75,55 mM Na,HPO4¢2 H,0O
24,45 mM NaH,PO4*H,0
40,00 mM NaCl
0,02 % NaNj
0,20 % BSA (RIA grade)
0,50 % Triton X-100

¢) 0,5 M Phosphorsdure zur Ansduerung der Milchverdiinnungen auf pH 2,8

d) 60 mM EDTA (Titriplex III) in Puffer A zur Komplexierung der in der Milch enthaltenen

Erdalkaliionen
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e) IGF-2 (GroPep, Adelaide; Cat. FMO0O01, Lots JJE-F03, JJF-F01) 2500 ng/ml Puffer A zur
Absittigung der IGF-Bindungsproteine

f) Kaninchen-Gammaglobulin-Ldsung (Sigma I-5006), 5 mg/ml Puffer B

g) IGF-1-spezifischer Antikorper: Antiserum 878/4 1/35000; enthélt 50 pg/ml unspezifisches
Kaninchen-IgG (Prof. Breier, Neuseeland)|£I

h) Unspezifischer Antikorper: Anti-Kaninchen-IgG-Serum von Schaf ,Lea® (Institut fiir
Tierzucht und Tierhaltung der CAU Kiel), verdiinnt 1:4 in Puffer B

1) Radioaktiv markiertes IGF-1: verdiinnt auf 10000 bis 13000 cpm pro 100 ul Puffer B
(ICN Biomedicals Inc., Cat. 68128, Lots 2992IGF1, 99911GF1, 1191IGF1A und
Mediagnost, Tiibingen, Lots 250500, 300300)

j) Polyethylenglycol 6000 (Merck 807491): 4 % (w/v) in Aqua bidest.

k) Referenzsubstanz: IGF-1, human, rekombinant

(GroPep, Adelaide; Cat. CM001, Lot EJG-CO01)

1) Standardreihe: Verdiinnungsreihe IGF-1 in Puffer A in 8 Schritten zu 1:2;
10-0,039 ng IGF-1/ml

" Fiir die Uberlassung des Antikorpers danke ich Herrn Prof. Dr. Breier, University of Auckland; New Zealand
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3.3.3 Ablauf des|GF-1-RIA

Die Bestimmung der IGF-1-Konzentrationen in Magermilch erfolgte nach Daxenberger et al.

(1998), basierend auf Blum and Breier (1994).

Aufarbeitung der Proben

Die Magermilch wurde aufgetaut und 1:10 verdiinnt, so da3 die IGF-1-Konzentrationen im
Bereich der Standardkurve lagen. Die optimale Menge IGF-2 zur funktionellen Entstérung
der IGF-Bindungsproteine (IGFBP) betrdgt etwa das 50fache der IGF-1-Konzentration.

Fiir die Routineanalyse wurde das folgende Schema verwendet:

100 pl Magermilchprobe
+ 75 ul 60 mM EDTA
+ 25 ul 0,5 M Phosphorsdure
+ 25 pl IGF-2 (2500 ng/ml)
+ 775 pl Puffer A

Ergab die Messung der aufgearbeiteten Probe eine au3erhalb der Standardkurve liegende IGF-

1-Konzentration, muflte eine geeignete Verdiinnung hergestellt werden.

Pipettierschema

Die Gesamtaktivitit (GA), der Leerwert (By), die nichtspezifische Bindung (NSB) und die
Standardkurve wurden dreifach, die aufgearbeiteten Proben wurden zweifach angesetzt.
Tabelle 3.3 zeigt das vollstindige Pipettierschema. Nach der Zugabe des spezifischen
Antikorpers muflte der Testansatz gekiihlt werden, das heifit, es wurde auf Eiswasser

gearbeitet.
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Tabelle 3.3: Pipettierschema fiir den radioimmunologischen Nachweis von IGF-1 in

Magermilch
2. Inkubation
(mind. 18 h bei 5 °C)
1. Inkubation 3. Inkubation
(mind. 18 h bei 5 °C) (mind. 1 h
bei 5 °C)
Réhrehen Probe'/  Puffer Puffer Spez. Tracer Unspez. PEG®
Nt Coding Standard A B AK‘ AK¢
' (uD) @) @) @)  @h ) ()
1,2,3 GA® 100
4,5,6 NSB® 100 100 100 100 1500
7,8,9 By’ 100 100 100 100 1500
10, 11, 12 Standard 10 ng 100 100 100 100 1500
etc. Standard 5 ng 100 100 100 100 1500
etc.
37-42 3 Kontrollen 100 100 100 100 1500
(Doppelansatz)
43,44 Probe 1 100 100 100 100 1500
etc. Probe 2 etc. 100 100 100 100 1500
Ansatzmitte 3 Kontrollen 100 100 100 100 1500
(Doppelansatz)
etc. Proben 100 100 100 100 1500
Ansatzende 3 Kontrollen 100 100 100 100 1500
(Doppelansatz)
% Gesamtaktivitit 4. Antikérper
®: nichtspezifische Bindung ¢: Polyethylenglycol
‘. Leerwert . (aufgearbeitet)

Mindestens eine Stunde nach der Zugabe des PEG wurden die Ansatzréhrchen 40 min bei
4 °C und 4000 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen.
Die Radioaktivitit jedes Prézipitats wurde eine Minute lang im Gamma-Zahler (Automatic

Gamma Counter 1470 WIZARD™, Wallac, Finnland) gemessen. Die Berechnung der
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Standardkurve erfolgte mit dem Auswertungsprogramm RIA-Calculator fir WIZARD,
Version 3.3 (Wallac, 1996) nach dem ,,Spline Smoothed*“-Modell.

3.34 Testvalidierung

Um die VerlaBlichkeit und die Vergleichbarkeit von Analysendaten zu gewéhrleisten, miissen
Nachweisverfahren validiert werden, das heiflt, es muf3 sichergestellt werden, dafl die

ermittelten Werte genau, reproduzierbar und somit verladBlich sind.

Reproduzerbarkeit

Wichtiges Qualitatskriterium fiir Analysemethoden ist die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
Sie wird durch die Berechnung der Wiederholbarkeit von MeBwerten innerhalb eines und
zwischen verschiedenen Testansdtzen bestimmt (Intra- bzw. Interassayvariation). Fiir die
Berechnung der Intraassayvariationskoeffizienten wurden am Anfang, in der Mitte und am
Ende jedes Testansatzes Magermilchproben mit unterschiedlichen IGF-1-Konzentrationen als
Kontrollproben mitgemessen. Die Interassayvariationskoeffizienten ergeben sich aus dem
Vergleich der MeBergebnisse jeder der Kontrollen in den verschiedenen Testansitzen

(Tabelle 3.4).

Tabelle3.4: Reproduzierbarkeit des RIA beim Nachweis von IGF-1 in Magermilch
(SE = Standardfehler)

Magermilch-  Test- Mittelwerte Interassay- Intraassay-
kontrolle  ansdtze + SE (ng/ml) variationskoeffizient (%) variationskoeftizient (%)
1 23 0,35+ 0,05 14,6 6,1
2 7 1,75+ 0,17 9,9 7,6
3 23 0,18 0,03 16,0 4,8
4 17 1,37 £ 0,22 15,8 6,9
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Wiederfindung

Zur Priifung auf systematische Abweichungen durch Einfliisse der Matrix oder verschiedener
Verfahrensschritte wird die Wiederfindungsrate ermittelt. Der Prozentsatz, zu dem eine
bekannte IGF-1-Konzentration, die dem Probenmaterial zugesetzt wurde, vom Testsystem
wiedergefunden wird, ist gleichzeitig ein MaB fiir die Genauigkeit des Verfahrens.

Zu drei Magermilchproben mit niedriger (1,3 ng/ml + 0,06), mittlerer (2,7 ng/ml + 0,11) und
hoher (11,0 ng/ml £ 0,65) IGF-1-Konzentration wurden je vier verschiedene Mengen IGF-1,
gelost in Puffer A, zugegeben (2, 5, 10 bzw. 20 ng IGF-1/ml Puffer A, s. Tabelle 3.5). Jede
dieser Proben wurde viermal als Doppelmessung angesetzt. Die Zahl der auswertbaren

Messergebnisse betrug n = 94.

Tabelle 3.5: Wiederfindung definierter IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben
(WF = Wiederfindung, SE = Standardfehler)

Milch- IGF-1- 20 ng Zugabe: 10 ng Zugabe: 5 ng Zugabe: 2 ng Zugabe:
robe Konzentration =~ WF (ng/ml) WF (ng/ml) WF (ng/ml) WF (ng/ml)
P (ng/ml) + SE + SE + SE + SE + SE
1 1,3+0,06 19,7+2,15 10,9+1,19 53+0,12 2,0+0,22
2 2,7£0,11 22,0+ 1,72 9,5+1,44 5,0+0,74 2,8+£1,22
3 11,0 £ 0,65 19,4 £ 1,71 10,3 £ 0,50 5,0£0,52 2,3+0,16

Die errechnete Wiederfindung betrug (o £ SE) 101,7 % + 4,66. Weder die Ergebnisse der
wiederholten Messungen der drei Magermilchproben, noch die Wiederholungsmessungen der
Proben mit den unterschiedlichen IGF-1-Zugaben unterschieden sich signifikant (Bonferroni-
Test, p > 0,1). Die Wiederfindung war unabhéngig sowohl von der zugesetzten Menge IGF-1

als auch von der urspriinglichen IGF-1-Konzentration der Magermilch.
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Parallelitat

Mit einer ungestorten (bio-)chemischen Analyse- bzw. Mefmethode wird im Arbeitsbereich
der Standardkurve, unabhédngig von der Verdiinnungsstufe, ein konstanter Gehalt des
Analyten ermittelt, das heiit das Produkt aus Verdiinnungsfaktor und jeweils gemessener
Stoftkonzentration ist konstant. Trdgt man diese Produkte in ein Koordinatensystem ein, so
verlduft eine durch sie gelegte Gerade im idealen, ungestorten System parallel zur Abszisse.
Zur Uberpriifung der Parallelitit des IGF-1-RIA wurde eine Magermilchprobe mit relativ
hoher IGF-1-Konzentration (45,7 ng/ml) zundchst wie flir einen normalen Ansatz 1:10
verdiinnt. Entsprechend dem Vorgehen beim Ansetzen der Standardkurve wurden weitere
acht 1:2-Verdiinnungsschritte durchgefiihrt und schlieBlich jede Verdiinnungsstufe im
Vierfachansatz gemessen. Abbildung 3.1 zeigt den Verlauf der Magermilchverdiinnungsreihe,

ausgehend von der 1:10 verdiinnten Probe.
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Abbildung 3.1: Verlauf der Magermilchverdiinnungsreihe
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Tragt man die gemessene IGF-1-Konzentration gegen den Verdiinnungsfaktor (VF) auf, so
zeigt sich, dal mit zunehmender Verdiinnung steigende IGF-1-Konzentrationen gemessen
werden. Die lineare Regressionsformel lautet ¢ gr.1y = 0,525 * VF + 5,6987 (R2 = 73.0 %).
Die Steigung der Geraden zeigt den Storeinflu der IGF-2-Zugabe. Sie deutet auf eine
Zunahme der Storung mit steigender Verdiinnung der Proben hin (Abbildung 3.2), ist aber
statisitisch nicht signifikant verschieden von 0 (p = 0,0630).
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Abbildung 3.2: Errechnete IGF-1-Konzentration in Magermilch bei zunehmender Proben-
verdiinnung (gemessene Konzentration x VF, ohne Korrektur des
IGF-2-Storeinflusses)

Die Kreuzreaktion zu IGF-2 kann mittels exponentieller Regressionsformel erfalt und
berechnet, anschlieBend kann der gemessene IGF-1-Wert um den vorgetiduschten Betrag, der
mit steigender Verdiinnung zunimmt, korrigiert werden (Daxenberger et al., 1998). Nach der
mathematischen Korrektur wird die Parallelitit der IGF-1-Bestimmung deutlich

(Abbildung 3.3):  die  errechnete = Regressionsformel der  Verdiinnungsgeraden

39



Material und Methoden

¢ acr-1) = — 0,1490 * VF + 7,2890 (R2 = 34,3 %) zeigt keine signifikant von 0 verschiedene
Steigung (p = 0,5277).

Bei einer IGF-2-Zugabe von 500 ng/ml Magermilch ist der IGF-1-Nachweis
verdliinnungsunabhingig und damit ungestort. Gemessene und korrigierte IGF-1-
Konzentrationen weichen bei den verwendeten Verdiinnungsstufen nicht wesentlich
voneinander ab. Somit kann auf eine mathematische Korrektur der MeBwerte verzichtet
werden (Daxenberger, 1998). Dies wird durch die Genauigkeit des Tests
(Wiederfindung = 107 %) bestatigt.

10

o y ® —»

y =-0,149x + 7,289
R*=0,3431

Korrigierte | GF-1-Konzentration (ng/ml)

40 80 160 320 640
Verdinnungsfaktor (VF)

Abbildung 3.3: Korrigierte IGF-1-Konzentration in Magermilch bei zunehmender Proben-

verdiinnung (gemessene Konzentration x VF, korrigiert auf den Storeinflufl
des IGF-2)
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Einflul3 des Konservierungsmittels Borsdure

Die Konservierung der Milchproben erfolgte durch Zugabe von 0,18 g Borsdure zu 30 ml
Milch. Um nachzuweisen, dal das Konservierungsmittel die IGF-1-Messung nicht
beeintrichtigt, wurde eine Standardreihe in Puffer A angesetzt, eine zweite in Puffer A mit
Borsdurezusatz (0,18 g Borsdure/30 ml Puffer A).

Die jeweils meBbaren IGF-1-Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant (p > 0,08),

das Konservierungsmittel beeintrachtigte das Analyseverfahren nicht (Abbildung 3.4).

Gemessene | GF-1-K onzentration (ng/ml)

7 6 5 4 3
Standardpunkt

Abbildung 3.4: Wiederfindung von IGF-1 in Puffer A (A) und in Puffer A mit Borsdure-
zugabe (m), Arbeitsbereich der Standardkurve
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34 Materialien und Ger ate

34.1 Laborgeréte

Gammazihler 1470 WIZARD™ Gamma Counter, Wallac, Finnland
Magnetheizriihrer MR 2000, Heidolph, Kelheim

pH-Meter WTW pH 537, Wissenschaftlich Technische Werkstitten, Weilheim
Pipetten Reference”, Eppendorf, Hamburg

Multipette” plus, Eppendorf, Hamburg

Pipettierstation Hamilton MicroLab plus 1000, Hamilton, Darmstadt
Schiittler SI Vortex Genie 2 TM, Heidolph, Kelheim

Waage Sartorius BP 2100 S, Sartorius, Gottingen
Zentrifuge Sigma EK 10, M. Christ, Osterode

3.4.2 Materialien

Ansatzrohrchen 5 ml Sarstedt 55.525
Inkubationsréhrchen 3,5 ml Sarstedt 55.535
Milchprobenrdhrchen Sarstedt 51.595.002
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35  Statistische Auswertungen

3.5.1 Datenstruktur

Insgesamt wurden 5728 Viertelanfangsgemelksproben von 571 Kiihen, die mindestens einmal
beprobt worden waren, untersucht. Die gemessenen IGF-1-Konzentrationen wiesen eine
linkssteile Haufigkeitsverteilung auf, fiir die nach rechts kein genauer Grenzwert angegeben
werden konnte (Abbildung 3.5). Der Median der Verteilung lag bei 3,8 ng/ml, die Perzentilen
fir 90 und 95 % lagen bei 13,6 bzw. 22,4 ng/ml. Der arithmetische Mittelwert der in

Magermilch gemessenen Konzentrationen betrug 7,0 ng/ml.
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Abbildung 3.5: Relative Haufigkeit der in der Magermilch von Viertelanfangs-
gemelksproben gemessenen IGF-1-Konzentrationen (n = 5728)
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Voraussetzung flir die Berechnung linearer Modelle ist Varianzhomogenitit, Unabhangigkeit
der fixen Effekte und die Normalverteilung des zugrundeliegenden Datenmaterials. Um die
gemessenen IGF-1-Konzentrationen in lineare Modelle einsetzen zu konnen, mufite die
linkssteile H&ufigkeitsverteilung soweit wie moglich einer Normalverteilung angenéhert
werden. Dazu wurden die gemessenen Werte logarithmisch transformiert. Die bei dieser
Rechenoperation entstandenen dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen sind
dimensionslose Zahlen. Die Héaufigkeitsverteilung dieser Werte ist in Abbildung 3.6
dargestellt und zeigt, dal das Ziel, die Normalverteilung der Daten, soweit moglich, erreicht

wurde.

1600 -

1400 ~

1200

1000

800

600

Anzahl der Proben

400 -

200 ~

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 45 5 5,5
log [c (IGF-1)]

Abbildung 3.6: Relative Haufigkeit der dekadischen Logarithmen der in der Magermilch von
Viertelanfangsgemelksproben von 571 Kiihen gemessenen IGF-1-
Konzentrationen (log [¢ (IGF-1)], n = 5728)

Der Median der Verteilung der logarithmierten MeBwerte lag bei 1,3218, die Perzentilen fiir
90 und 95 % bei 2,6101 bzw. 3,1101. Der arithmetische Mittelwert der dekadischen
Logarithmen lag bei 1,4742.
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Die Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen wurden nach der von den Vereinigten
Informationssystemen Tierhaltung w. V. (2001) vorgeschlagenen Formel zum Linear Somatic

Cell Score umgerechnet:

LSCS = log, (Zellzahl / 100.000) + 3

Auch hier wurde eine anndhernde Normalverteilung der Daten erreicht. Der arithmetische
Mittelwert der LSCS lag bei 2,39, der Median bei 2,11, und die Perzentilen fiir 90 bzw. 95 %
lagen bei 5,67 bzw. 6,70.

3.5.2 Definitionen in den statistischen Modellen

Herdensaison

In jedem der acht Betriebe, deren Daten in die statistische Auswertung eingingen, wurden die
Proben der Monate Mai—September als Proben der Sommersaison, die in den Monaten
Oktober-Dezember gezogenen Proben als Proben der Wintersaison zusammengefalit, das
heif3t, die Saison wurde innerhalb des Betriebs genestet. So ergaben sich in den Modellen 16

Effektstufen fur die Herdensaison.

Rasse

Die Daten der Angler-Rinder konnten in die statistischen Auswertungen nicht einbezogen
werden. Zur Testung des Einflusses der Rasse wurden die Proben von Doppelnutzungstieren
der Gruppe der Rotbunten Kiihe zugerechnet. So ergaben sich fiir den EinfluB3 der Rasse die
Effektstufen ,,Rotbunt™ und ,,.Schwarzbunt*.

Laktati onsnummer
Die Kiihe wurden anhand ihrer Laktationsnummer in drei Altersstufen eingeteilt. Stufe eins
umfafite die Erstlaktierenden, Stufe zwei die Kiihe in der zweiten Laktation, Stufe drei alle

Kiihe mit Laktationsnummer drei und hoher.
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Laktationsabschnitt

Die Kiihe wurden anhand des Laktationstages in drei Gruppen eingeteilt. Da die IGF-1-
Konzentrationen im Kolostrum extrem hohe Werte erreichen, wurden Proben von Tieren in
der Kolostralphase in der Auswertung nicht beriicksichtigt. In der Gruppe ,,Friihlaktation*
waren Tiere vom 5. bis einschlieBlich 80. Laktationstag. Die Gruppe ,,Hochlaktation* umfafite
die Kiithe vom Laktationstag 81 bis 240. Als ,altmelkend* wurden die Tiere ab dem 241.

Laktationstag bezeichnet.

Trachtigkeitsstadium

Alle Kiihe mit gesicherten Angaben Ttber den Trachtigkeitszustand (Kalbungs-,
Besamungsdaten, Ergebnis der Tréachtigkeitsuntersuchung [TU]) wurden entsprechend der
Dauer ihrer Tréachtigkeit zusammengefalit in ,,nicht tragend, ,tragend 1 (Trichtigkeitstag
1-34), ,tragend 2 (Tag 35-100), ,,tragend 3 (Tag 101-200) und ,.,tragend 4* (langer als 200
Tage trachtig). Die Einteilung der Tréichtigkeit erfolgte analog zu Angaben iiber
Veranderungen wihrend der Trichtigkeit bei Gropp und Schuhmacher (1993), Hoffmann
(1994) und Sauerwein (1994).

Zellzahlklasse
Anhand der Ergebnisse der Zellzahlbestimmung wurde der Linear Somatic Cell Score (LSCS)
fir jede Probe berechnet, um auch die Zellzahlen moglichst einer Normalverteilung

anzundhern. Nach den Ergebnissen der Umrechnung erfolgte die Einteilung in sieben

Zellzahlklassen (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Einteilung der Zellzahlklassen

Zellen pro ml Magermilch Linear Somatic Cell Score, Zellzahlklasse
p g
LSCS

< 25.000 -13,6-1 1

< 50.000 >1-2 2

<100.000 >2-3 3

<200.000 >34 4

< 400.000 >4-5 5

< 800.000 >5-6 6

> 800.000 >6 7
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Befundklasse

Um den EinfluB3 des bakteriologischen Befundes einer Milchprobe auf die in ihr nachweisbare
IGF-1-Konzentration berechnen zu konnen, wurden die Viertelanfangsgemelksproben nach
den Ergebnissen der bakteriologischen Untersuchung eingeteilt. Es ergaben sich sieben
Effektstufen:

(1) kein pathogener Keim nachweisbar,

(2) Nachweis von koagulase-positiven Staphylokokken,

(3) Nachweis von koagulase-negativen Staphylokokken,

(4) Nachweis von B-Streptokokken,

(5) Nachweis von SC. uberis,

(6) Nachweis von SC. dysgalactiae,

(7) Mischinfektion = mehr als ein pathogener Keim nachgewiesen.

Leistungsklasse

Zur Uberpriifung des Effektes der Milchleistung wurden die Kiihe anhand der Ergebnisse der
Milchleistungspriifung in die Gruppen ,,niedrige Leistung® (bis einschl. 20 kg Milch pro Tag),
»mittlere Leistung® (20,1-30 kg pro Tag) und ,hohe Leistung™ (mehr als 30 kg Milch pro
Tag) eingeteilt. Die Milchleistungspriifung fand jeweils am Tag vor der Viertelanfangs-

gemelksprobennahme statt.

Gesundheitsgruppe Euterviertel

Entsprechend der Ergebnisse der zytologischen und bakteriologischen Untersuchungen
wurden die Viertelanfangsgemelksproben in vier Gesundheitsgruppen eingeteilt:

(1) normale Sekretion (SCC < 100.000/ml, kein Keim nachweisbar),

(2) unspezifische Mastitis (SCC > 100.000/ml, kein Keim nachweisbar),

(3) (sub-) klinische Mastitis (SCC > 100.000/ml, euterpathogener Keim nachgewiesen),

(4) latente Infektion (SCC < 100.000/ml, euterpathogener Keim nachgewiesen).

Nachbarvierteleinflul

Um zu klédren, ob die Erkrankung eines Nachbarviertels Einflufl auf die IGF-1-Konzentration
in der Milch eines noch gesunden Euterviertels hat, wurden alle Viertelanfangsgemelksproben
mit normaler Sekretion untersucht. Diese unauffilligen Proben wurden entsprechend der

Gesundheitsgruppe Kuh (s. 3.2.3) unterteilt:
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(1) unauffillige Probe aus einem Euter, in dem alle anderen Viertel bei dieser Beprobung
ebenfalls normale Sekretion zeigten (Kuh in Gesundheitsgruppe I, vgl. S. 31),

(2) unauffillige Probe aus einem Euter, in dem mindestens eines der drei anderen Viertel
erhohte Zellzahlen (> 100.000/ml) aufwies (Kuh in Gesundheitsgruppe II, vgl. S. 31),

(3) unauffillige Probe aus einem Euter, in dem im Sekret mindestens eines der drei anderen
Viertel ein euterpathogener Keim nachgewiesen wurde und die Zellzahl hoéher als
100.000/ml war (Kuh in Gesundheitsgruppe 111, vgl. S. 31),

(4) unauffillige Probe aus einem Euter, in dem im Sekret mindestens eines der drei anderen
Viertel ein euterpathogener Keim nachgewiesen wurden, ohne daf3 die Zellzahl erhoht war

(Kuh in Gesundheitsgruppe IV, vgl. S. 31).

3.5.3 Statistische Moddlle

Die Signifikanzen der fixen Effekte flir die IGF-1-Konzentrationen wurden mit einem
linearen gemischten Modell unter Verwendung der Prozedur MIXED aus dem Programmpaket
SAS (2000) ermittelt. Die Priifung der Ergebnisse auf statistische Relevanz erfolgte mittels
F-Test. Zeigte der globale F-Test fiir einen fixen Effekt Signifikanz an, wurde ein multipler
Mittelwertvergleich flir die Effektstufen der entsprechenden EinfluBgroBe mit Hilfe des
Bonferroni-Holm-Testes durchgefiihrt.

In die Auswertung mittels statistischer Modelle gingen die Daten der Angler-Rinder nicht mit
ein, da ein Betrieb ausschlielich Angler gehalten hatte. Fiir die Auswertungen standen somit
die Ergebnisse von 5040 Viertelanfangsgemelksproben von 498 Kiihen zur Verfiigung.

Alle verwendeten Modelle basierten auf folgendem Grundschema:
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Yijkimno = 1+ HS; + Vierj + Lary + Lab; + kuh,, + €ijkimn

Yijkimno = dekadischer Logarithmus der IGF-1-Konzentration des jeweiligen Euterviertels

der m-ten Kuh (o0 =1, ..., je nach Stichprobe)

w = allgemeines Mittel

HS; = fixer Effekt der i-ten Herdensaison i=1,..,16)

Vier; = fixer Effekt des j-ten Euterviertels g=1,..,4)

Lnry = fixer Effekt der k-ten Laktationsnummer k=1,2,3)

Lab; = fixer Effekt des I-ten Laktationsabschnitts 1=1,2,3)

kuh,, = zufilliger Effekt der m-ten Kuh (m =1, ..., je nach Stichprobe)

€ijkimn — Restfehler

Beispielhaft soll der Residuenplot dieses Grundmodells als Beweis fiir die
Varianzhomogenitét gezeigt werden (Abbildung 3.7). Fiir jedes verwendete Modell wurde die

Varianzhomogenitét gesondert iiberpriift.

standardisierte Residuen

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
linear e Schatzwerte

Abbildung 3.7: Residuenplot des Grundmodells
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Auf dieser Grundlage wurden die in Tabelle 3.7 aufgefiihrten Modelle aufgebaut. Die
Unabhéngigkeit der fixen Effekte wurde fiir jedes Modell gesondert getestet.

Tabelle 3.7: Verwendete Modelle, fixe Effekte mit Effektstufen sowie die jeweilige Daten-
grundlage (VGP = Viertelanfangsgemelksprobe)

Effekt- Anzahl Anzahl

Modellname Zusitzliche Effekte stufen der VGP der Kiihe
Zellzahlklasse 7
Eutergesundheit Befundklasse 7 5040 498
Leistungsklasse 3
Laktationsabschnitt innerhalb 9
. Laktationsnummer
Gesundheitsgruppe 5040 498
Gesundheitsgruppe 4
Leistungsklasse 3
Nachbarviertel- Nachbarvierteleinfluf3 4 2736 444
einflull Leistungsklasse 3
Zellzahlklasse 7
Trichtigkeit Befundklasse 7 3788 388
Leistungsklasse 3
Trachtigkeitsstadium 5
Zellzahlklasse 7
Tragend (j/n) Befundklasse 7
innerhalb Leistunoskl 3 3788 388
Laktationsabschnitt CISIUNgSKIAsSe
Tragend (/m) innerhalb 6
Laktationsabschnitt
Zellzahlklasse 7
Trichtigkeitsstadium Befundklasse 7
innerhalb Leistungsklasse 3 3788 388
Laktationsabschnitt ung
Trachtigkeitsstadium  inner- 15

halb Laktationsabschnitt
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Mit der Prozedur GLM des Programmpaketes SAS (2000) wurden die Korrelationen zwischen

den dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen und den Linear Somatic Cell

Scores der Milchprobe, zwischen LSCS und Vorliegen eines euterpathogenen Keimes in der

Probe sowie zwischen der logarithmierten IGF-1-Konzentration und dem Vorliegen eines

Keimes

in der Milchprobe berechnet. Dabei wurden nur die Beobachtungen in die

Auswertung einbezogen, fiir die alle Merkmale, die das Grundmodell beriicksichtigt,

vollstindig erfal3t waren.

Yijkimnop = 1 + HS; + Vier; + Lnr, + Lab(Lnr);, + Milchy, + kuh,, + €jjkimno

YVijkimnop = Korrelation zwischen den p-ten Beobachtungswerten der dekadischen Logarithmen

HSi =
Vier; =

Lo, =

der IGF-1-Konzentrationen und den Linear Somatic Cell Scores bzw. des positiven
oder negativen Ergebnisses der bakteriologischen Untersuchung der Viertelanfangs-
gemelksprobe bzw. zwischen den p-ten Beobachtungswerten der Linear Somatic Cell
Scores und des positiven oder negativen Ergebnisses der bakteriologischen
Untersuchung der Milchprobe (p =1, ..., 5040)

allgemeines Mittel

fixer Effekt der i-ten Herdensaison i=1,..,16)
fixer Effekt des j-ten Euterviertels Gg=1,..,4
fixer Effekt der k-ten Laktationsnummer k=1,2,3)

Lab(Lnr), = fixer Effekt des I-ten Laktationsabschnitts

innerhalb der k-ten Laktationsnummer 1=1,..9)
Milch,, = fixer Effekt der m-ten Leistungsklasse (m=1,2,3)
kuh, = zufalliger Effekt der n-ten Kuh (n=1, ..., 498)
€ijkimno = Restfehler
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4 Ergebnisse

Von den gesammelten Viertelanfangsgemelksproben (VGP) wurden 5728 Proben auf ihre
IGF-1-Konzentration untersucht. Diese Proben stammten von 571 Kiihen, die jeweils
mindestens einmal beprobt worden waren. Die Probenentnahme erfolgte zwischen Mai und
Dezember 1998 einmal monatlich auf neun Betrieben.

Nach den Ergebnissen der bakteriologischen und zytologischen Untersuchungen der
Milchproben wurden sowohl die beprobten Kiihe als auch die einzelnen VGP in
Gesundheitsgruppen eingeteilt (Schema Gesundheitsgruppe Kuh s. 3.2.3). Tabelle 4.1 gibt
einen Uberblick iiber die Verteilung der Kiihe und der VGP auf die Gesundheitsgruppen.

Tabelle 4.1: Verteilung aller beprobten Kiihe und der Viertelgemelksproben auf die vier
Gesundheitsgruppen (SCC = somatic cell count)

Gesundheitsgruppe Kuh (beprobte Tiere: n = 1432)

Gruppe Definition n %

I normale Sekretion auf allen vier Vierteln 322 22,5
(SCC < 100.000/ml, bakteriologisch negativ)
mind. 1 Viertel mit SCC > 100.000/ml,
11 dieses Viertel bakteriologisch negativ 334 233
(unspezifische Mastitis)
mind. 1 Viertel mit SCC > 100.000/ml,
I dieses Viertel bakteriologisch positiv 469 32,8
([sub-]klinische Mastitis)
mind. 1 Viertel mit SCC < 100.000/ml,
vV dieses Viertel bakteriologisch positiv 307 214
(latente Infektion)

Gesundheitsgruppe Euterviertel (untersuchte Viertelanfangsgemelksproben: n = 5728)

Gruppe Definition n %
| normale Sekretion 3079 53,8
II unspezifische Mastitis 1306 22,8
III (sub-)klinische Mastitis 741 12,9
v latente Infektion 602 10,5
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In Tabelle 4.2 sind die Signifikanzen aller mittels F-Test untersuchten fixen Effekte

zusammengestellt.

Tabelle 4.2: Im F-Test ermittelte Signifikanzen der fixen Effekte

Effekt Effektstufen F-Test: p <
Herdensaison 16 0,0001
Euterviertel 4 0,01
Laktationsnummer 3 0,0001
Laktationsabschnitt 3 0,0001
Zellzahlklasse 7 0,0001
Befundklasse 7 0,001
Leistungsklasse 3 0,0001
Tragend*Laktationsabschnitt 6 0,0001
Tréachtigkeitsstadium 5 0,0001
Gesundheitsgruppe 4 0,0001
Nachbarvierteleinflufl 4 0,01
Rasse 2 n.s.
Befund j/n 2 0,0001
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4.1  Physiologische Einflul3faktoren auf die |GF-1-Konzentrationen in der Milch

411 Rasse

Von den untersuchten 571 Kiihen waren 253 Deutsche Holsteins der Farbrichtung Schwarz,
237 Deutsche Holsteins der Farbrichtung Rot, 73 Kiihe gehdrten der Rasse Deutsches
Rotvieh/Angler an und acht waren Deutsche Rotbunte (Doppelnutzung)
(Rassenbezeichnungen nach: Deutscher Holstein Verband e.V., 2002).

Aufgrund der Verteilung der Kiihe verschiedener Rassen auf den einzelnen Betrieben muflten
die Ergebnisse der Proben der Angler-Rinder aus der statistischen Auswertung
herausgenommen werden. Die Doppelnutzungstiere wurden den Deutschen Holsteins der
Farbrichtung Rot zugerechnet. In die statistischen Auswertungen mittels Modell wurden
somit die Daten von 498 mindestens einmal beprobten Kiihen mit insgesamt 5040
Viertelgemelksproben einbezogen.

Tabelle 4.3 zeigt die Verteilung der untersuchten und statistisch ausgewerteten Kiihe und

Viertelgemelksproben auf die zwei Rassen.

Tabelle4.3: Absolute Héufigkeit und prozentuale Verteilung der statistisch ausgewerteten
Kiihe (n = 498) und Viertelgemelksproben (n = 5040) auf die verschiedenen

Rassen
Kiihe Viertelgemelksproben
Rasse
Anzahl (n) % Anzahl (n) %
Rotbunt 245 49,2 2664 52,9
Schwarzbunt 253 50,8 2376 47,1

Tendenziell wurden bei Kiihen der Rasse Deutsche Holstein, Farbrichtung Schwarz niedrigere
IGF-1-Konzentrationen gemessen als bei Tieren der Farbrichtung Rot bzw. den Doppel-
nutzungstieren. Dieser Unterschied lieB sich anhand des vorliegenden Datenmaterials
statistisch jedoch nicht absichern, der Faktor ,,Rasse hatte keinen signifikanten Einfluf3 auf
die IGF-1-Konzentration (F-Test: p > 0,1). In den folgenden statistischen Modellen wurde der
fixe Effekt der Rasse deswegen nicht beriicksichtigt.
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412 Euteviertd

Das Euterviertel, aus dem die jeweilige Milchprobe stammte, hatte einen signifikanten
EinfluB3 (F-Test: p = 0,01) auf die IGF-1-Konzentration.

In Magermilchproben aus den rechten Vordervierteln wurden die niedrigsten IGF-1-
Konzentrationen gemessen. Die hier ermittelten Werte unterschieden sich signifikant von den
in linken Hintervierteln gemessenen Konzentrationen (Bonferrroni: p < 0,05; Tabelle 4.4).
Die Unterschiede zwischen den IGF-1-Konzentrationen der Proben aus den anderen Vierteln
lieBen sich statistisch nicht absichern.

Eine Riickrechnung der logarithmierten Werte in ng/ml-Konzentrationsangaben, die zur
Verbesserung der Anschaulichkeit der Gruppenvergleiche durchgefiihrt wurde, ergab
Differenzen zwischen den IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben der verschiedenen

Euterviertel von unter 1,1 ng/ml.

Tabelle 4.4: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der logarithmierten
IGF-1-Konzentrationen in Viertelanfangsgemelksproben aus unterschiedlichen
Eutervierteln (n = 5040) sowie die Differenzen zwischen den IGF-1-Konzen-
trationen in ng/ml
Mefidaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant

(**p<0,05)
Euterviertel n LSM SE Differenz
in ng/ml
VR 1260 1,3906* 0,0453 + 1,06
VL 1260 1,4015 0,0457 + 0,70
HR 1260 1,4337 0,0451 +0,17
HL 1260 1,4537° 0,0449 0,00

In Abbildung 4.1 sind die Least-Square-Mittelwerte der nach den in den Milchproben der ein-
zelnen Euterviertel gemessenen Zellzahlen errechneten Linear Somatic Cell Scores (LSCS)
neben den Least-Square-Mittelwerten der dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentra-
tionen dargestellt. Auch die LSCS der einzelnen Euterviertel sind mit statistischem Modell
berechnet und so auf die Einfliisse von Herdensaison, Laktationsabschnitt, Laktationsnum-

mer, Befund und Leistung korrigiert. Zwischen den LSCS der Proben aus den beiden
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Vordervierteln und den LSCS der Milchproben der linken Hinterviertel besteht ein statistisch

signifikanter Unterschied (Bonferroni: p < 0,001).
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Abbildung 4.1: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen (log [c¢c (IGF-1)]) sowie der Linear Somatic Cell Scores
(LSCS) der einzelnen Euterviertel
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(*® p<0,001,“p<0,01)

56



Ergebnisse

4.1.3 Laktationsnummer und L aktationsabschnitt

Tabelle 4.5 zeigt die Altersstruktur in der untersuchten Stichprobe, veranschaulicht an den
Laktationsnummern der Kiihe, deren Milchproben untersucht wurden, sowie die Laktations-
abschnitte, in denen die Viertelanfangsgemelksproben entnommen wurden.

Fast ein Drittel der untersuchten Milchproben stammte von Férsen, knapp die Hilfte der
Proben von Tieren, die mindestens zum dritten Mal gekalbt hatten. Etwa ein Fiinftel der
Proben wurde innerhalb des Zeitraums vom fiinften bis zum 80. Laktationstag entnommen,

42 % in der Hoch- und 36 % in der Spétlaktation.

Tabelle4.5: Absolute Hiufigkeit und prozentuale Verteilung der Viertelanfangsgemelks-
proben (n = 5040) auf Laktationsnummer und -abschnitt der beprobten Kiihe

n %
1 1520 30,2
Laktationsnummer 2 1060 21,0
>3 2460 48,8
Tag 5-80 1096 21,7
Laktationsabschnitt Tag 81-240 2132 42,3
> Tag 241 1812 36,0

Das Alter bzw. die Laktationsnummer der Kiihe hatte einen signifikanten Einflufl auf die in
den Magermilchproben gemessenen IGF-1-Konzentrationen (F-Test: p < 0,0001).

Mit steigender Laktationsnummer nahm auch die IGF-1-Konzentration zu. Die in der
> 3. Laktation gemessenen IGF-1-Werte waren signifikant hoher als die in Proben aus der
ersten (Bonferroni: p < 0,001) bzw. zweiten Laktation (Bonferroni: p <0,01).

Eine Riickrechnung der logarithmierten Werte in Konzentrationsangaben (ng/ml) ergab
zwischen der ersten und zweiten Laktation eine Zunahme der IGF-1-Konzentrationen um
1,26 ng/ml. Zwischen der zweiten und > 3. Laktation stiegen die Konzentrationen nochmals
um 2,01 ng/ml. Die Differenz zwischen den Konzentrationen in Milchproben aus der ersten

und Proben aus der > 3. Laktation betrug insgesamt 3,27 ng/ml (Tabelle 4.6).
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Tabelle 4.6: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der logarithmierten
IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben (n = 5040) aus unterschiedlichen
Laktationen sowie Differenzen zwischen den IGF-1-Konzentrationen in ng/ml
MeBdaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(““p<0,01,*8p<0,001)

Laktations- n LSM SE Differenz
nummer in ng/ml

1 1520 1,2805 cA 0,0514 -3,27

2 1060 1,4132¢ 0,0525 -2,01

>3 2460 1,5660 cB 0,0471 0,00

Der Laktationsabschnitt, in dem sich die Kuh am Tag der Probennahme befand, iibte ebenfalls
einen signifikanten Einfluf} auf die IGF-1-Konzentration aus (F-Test: p < 0,0001).

Die unlogarithmierten IGF-1-Konzentrationen in den Viertelanfangsgemelksproben
(n = 1288) der 202 z. T. mehrmals beprobten Kiihe der Gesundheitsgruppe I (eutergesund),
sind in Abbildung 4.2 iiber den Verlauf der Laktation dargestellt.
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Abbildung 4.2: Verlauf der IGF-1-Konzentration in Magermilchproben (arithmetischer Mit-
telwert + Standardfehler in Viertelgemelksproben der eutergesunden Kiihe,
Gesundheitsgruppe I) in Abhingigkeit von der Laktationswoche (n = 1288)
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Nach der Kolostralphase (ab dem fiinften Laktationstag) enthielten die Magermilchproben
noch bis zu 14 ng/ml IGF-1. Zwischen der 4. bis zur 36. Laktationswoche sanken die
Konzentrationen auf ein Plateau bei durchschnittlich < 4 ng/ml. In der Spétlaktation stiegen
die IGF-1-Konzentrationen zum Trockenstellen hin wieder an. Hier wurden Werte bis zu
12 ng/ml gemessen.

Die IGF-1-Konzentrationen in Milchproben mit unphysiologischer Zellzahl und/oder
Keimbefall waren stark verdndert. Deswegen wurde auf die Darstellung der unlogarithmierten
und nicht statistisch auf pathologische Einfliisse korrigierten IGF-1-Werte in Proben von

Kiihen der Gesundheitsgruppen II — IV verzichtet.

Im statistischen Modell ergab die Auswertung der Ergebnisse aller 5040 VGP signifikante
Unterschiede (Bonferroni: p < 0,001) zwischen den IGF-1-Konzentrationen in den
Magermilchproben der frith- bzw. hochlaktierenden Tiere und den in der Spétlaktation
gewonnenen Proben. Die IGF-1-Konzentrationen in der Milch der Friihlaktierenden
unterschieden sich signifikant (Bonferroni: p < 0,01) von den Konzentrationen in der Milch
der Tiere in Hochlaktation. Von der Frith- zur Hochlaktation fielen die Konzentrationen um
0,73 ng/ml ab, um nach der Hochlaktation wieder um 4,09 ng/ml anzusteigen.

Tabelle 4.7 gibt einen Uberblick iiber die Least-Square-Mittelwerte der dekadischen
Logarithmen der in den einzelnen Laktationsabschnitten gemessenen IGF-1-Konzentrationen

sowie die Differenzen zwischen den Laktationsabschnitten in ng/ml.

Tabelle 4.7: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der logarithmierten
IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben (n = 5040) aus unterschied-
lichen Laktationsabschnitten sowie die Differenzen zwischen den
IGF-1-Konzentrationen in ng/ml
Mefidaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(*® p<0,001,“p<0,01).

Laktationsabschnitt n LSM SE Differenz in ng/ml
Tag 5-80 1096 1,3561 A 0,0485 -3,36
Tag 81-240 2132 1,2510 A 0,0450 -4,09
> Tag 241 1812 1,6525 " 0,0481 0,00
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In Abbildung 4.3 sind die Least-Square-Mittelwerte der IGF-1-Konzentrationen fiir die Kiihe
der drei Altersklassen vergleichend nebeneinander dargestellt. Jede Altersklasse wurde
nochmals unterteilt in die drei Laktationsabschnitte. Dabei ist zum einen der Anstieg der
Konzentrationen mit steigendem Alter (steigender Laktationsnummer) ersichtlich, zum
anderen der Kurvenverlauf der IGF-1-Werte tiber die Laktationsabschnitte, der schon bei der
Betrachtung der unlogarithmierten Mittelwerte deutlich wurde (F-Test: p < 0,0001). Es
ergeben sich im paarweisen Vergleich signifikante Unterschiede zwischen den IGF-1-
Konzentrationen in Milch von Tieren mit der LNR 1, Hoch- und Spitlaktation sowie
zwischen den Proben der hochlaktierenden Kiithe mit den LNR 1 und 3 (Bonferroni:

p <0,001).
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Abbildung 4.3: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen in Magermilchproben (n = 5040) aus den drei Laktations-
abschnitten von Kiihen mit unterschiedlichen Laktationsnummern
F-Test: p <0,0001
LNR: Laktationsnummer, L-Tag: Laktationstag, LNR 3: Laktations-
nummern 3 und groBer
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4.1.4 Milchleistung

Die Milchleistung der beprobten Kiihe, die anhand der im Rahmen der Milchleistungspriifung
erfaBten Daten berechnet wurde, lag bei durchschnittlich 22,8 kg Milch pro Tag mit
4,4 % Fett und 3,6 % Eiweill. Die Milchleistung der Kiihe hatte einen signifikanten Einfluf}
auf die IGF-1-Konzentration (F-Test: p < 0,0001). Je hoher die Leistungsklasse, desto
niedriger waren die gemessenen IGF-1-Konzentrationen (Abbildung 4.4).

Bei Kiihen, deren Milchleistung unter 20 kg lag, waren die Least-Square-Mittelwerte der
IGF-1-Konzentrationen signifikant hoéher als bei den Kiihen der beiden hdoheren

Leistungsklassen (Bonferroni: p < 0,001).

log [c (IGF-1)]

bis einschl. 20 kg 20,1 -30kg >30 kg

Milchleistung

Abbildung 4.4: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen in Magermilchproben (n = 5040) von Kiihen in drei
Leistungsklassen

Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(*"p<0,001)
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Zwischen den IGF-1-Konzentrationen, die in Proben von Kiihen der niedrigsten
Leistungsklasse gemessen wurden (Tagesleistung < 20 kg), und den Konzentrationen in
Proben der Kiihe mit einer Tagesleistung zwischen 20,1 und 30 kg Milch wurde eine
Differenz von —4,71 ng/ml berechnet. In der Milch der Kiihe mit einer Leistung von iiber
30 kg Milch pro Tag lagen die IGF-1-Werte nochmal um 0,36 ng/ml niedriger als in der
Leistungsklasse 20,1 bis 30 kg.

415 Trachtigkeit

Das Stadium der Tréachtigkeit, in dem sich eine Kuh zum Zeitpunkt der Probennahme befand,
hatte einen signifikanten EinfluB} auf die in den Viertelanfangsgemelksproben gemessenen
IGF-1-Konzentrationen (F-Test: p < 0,0001). In die statistische Auswertung des Einflusses
der Trichtigkeit wurden nur die Proben von Kiihen mit gesicherten Angaben iiber den
Trachtigkeitszustand einbezogen (Kiihe: n = 388, VGP: n = 3788).

In Tabelle 4.8 sind die Least-Square-Mittelwerte mit Standardfehler, die Signifikanzen und
die zwischen den Trichtigkeitsstufen errechneten Differenzen der IGF-1-Konzentrationen

dargestellt.

Tabelle 4.8: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der logarithmierten
IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben von Kiihen in unterschiedlichen
Tréachtigkeitsstadien (n = 2472) im Vergleich zu Proben nicht trachtiger Kiihe
(n=1316) sowie Differenzen zwischen den IGF-1-Konzentrationen in ng/ml
MefBdaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
mit Ausnahme **® n.s. (*“p < 0,01, **?p < 0,001)

Trachtigkeits- n LSM SE Differenz

stadium in ng/ml
nicht tragend 1316 1,3877 Al 0,0578 -5,23
Tag 1-34 180 1,2989 4 0,0701 -5,63
Tag 35-100 552 1,1535"° 0,0597 -6,14
Tag 101-200 1344 1,5478 ¢ 0,0584 -4,25
> Tag 200 396 1,9171° 0,0673 0,00
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Die IGF-1-Konzentrationen in der Milch hochtragender Kiihe (ab Trichtigkeitstag 200)
waren signifikant hoher (Bonferroni: p < 0,001) als die in der Milch nicht tragender Tiere
beziehungsweise in der Milch von Kiihen in den frithen Tréachtigkeitsstadien gemessenen
Werte (Abbildung 4.5).

Nicht tragende Kiihe hatten signifikant hohere IGF-1-Konzentrationen in der Milch als Tiere
zwischen dem 35. und 100. Tréchtigkeitstag (Bonferroni: p < 0,001). Die IGF-1-
Konzentrationen fielen von den in den ersten 34 Trachtigkeitstagen gemessenen Werten um
eine errechnete Differenz von -0,51 ng/ml auf die zwischen dem 35. und 100. Tag
nachweisbaren Konzentrationen ab. Die zwischen dem 101. und 200. Trachtigkeitstag
gemessenen Werte lagen um 1,89 ng/ml hoher, nach dem 200. Trachtigkeitstag stiegen sie

nochmals um 4,25 ng/ml.

log [c (IGF-1)]

nicht trachtig Tag1-34 Tag 35 - 100 Tag 101 - 200 > Tag 200
Tréchtigkeitsstadium

Abbildung 4.5: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen in Magermilchproben (n = 3788) von Kiihen in
verschiedenen Tréichtigkeitsabschnitten
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant

mit Ausnahme **® n.s. (*“p < 0,01, **Pp < 0,001)
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Der Vergleich der IGF-1-Konzentrationen in der Milch nicht tragender mit den Werten in der
Milch tragender Kiihe, aufgegliedert in die drei Laktationsabschnitte (LAB), ergibt fiir Proben
aus der Friih- und der Hochlaktation tendenziell niedrigere Werte bei den tragenden Tieren als
bei den nicht-tragenden Tieren desselben Laktationsabschnitts (Abbildung 4.6). Nach dem
240. Laktationstag hingegen wurden in Milchproben trichtiger Kiihe hohere IGF-1-
Konzentrationen gemessen als bei nichttragenden Tieren. Die Unterschiede zwischen
trachtigen und nicht trichtigen Tieren konnten mit dem vorliegenden Datenmaterial im
paarweisen Vergleich statistisch nicht abgesichert werden (Bonferroni: p > 0,5). Statistisch
absicherbar war der Unterschied ziwschen den IGF-1-Konzentrationen in der Milch trachtiger
Kiihe in der Spitlaktation verglichen mit den in Friih- und Hochlaktation gemessenen Werten

(Bonferroni: p < 0,05).
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Abbildung 4.6: Vergleichende Darstellung der Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler
der logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in  Magermilchproben
(n = 3788) von nicht tragenden und tragenden Kiihen, aufgegliedert nach
Laktationsabschnitten (LAB, LAB 1: Laktationstag 5-80, LAB 2: Tag
81-240, LAB 3: > Tag 241)
F-Test: p <0,0001
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
**p<0,01, °p<0,001)
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Der Anstieg der IGF-1-Konzentrationen zum Ende der Tréchtigkeit hin bleibt sichtbar, wenn
die logarithmierten Werte der in den Milchproben aus den fiinf definierten
Trachtigkeitsstadien gemessenen IGF-1-Konzentrationen {iber die drei Laktationsabschnitte

dargestellt werden (F-Test: p < 0,0001; Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Vergleichende Darstellung der Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler
der logarithmierten IGF-1-Konzentrationen in  Magermilchproben
(n = 3788) von Kiihen in verschiedenen Trichtigkeitsstadien, aufgegliedert
nach Laktationsabschnitten (LAB, LAB 1: Laktationstag 5-80, LAB 2: Tag
81240, LAB 3: > Tag 241)
F-Test: p <0,0001
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4.1.6 Physiologische Zellzahl

Viertelanfangsgemelksproben aus gesunden Eutervierteln enthalten definitionsgeméf bis zu
100.000 somatische Zellen pro ml Milch. Ausgedriickt als Linear Somatic Cell Score ergibt
dies LSCS-Werte fiir unauffillige Milchproben von 1-3 (vgl. 3.5.3).

In diesem physiologischen Bereich lieB sich eine lineare Abhédngigkeit zwischen den
dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen und den Linear Somatic Cell Scores der
Viertelgemelke feststellen, die mit der Gleichung log [c (IGF-1)] = 0,108 * LSCS + 1,0664
beschrieben werden kann (R* = 4,7 %, Abbildung 4.8). Mit zunehmender Zellzahl stieg die
IGF-1-Konzentration. Im F-Test erwies sich der Effekt ,,Zellzahl*“ als signifikant (p < 0,0001).
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Abbildung 4.8: Abhingigkeit der dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen vom
Linear Somatic Cell Score der Magermilchprobe (bis einschl. LSCS = 3,
n=13242)
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Die IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben mit Zellzahlen < 25.000/ml unterschieden
sich nicht signifikant (Bonferroni: p > 0,5) von den Konzentrationen in Proben mit
25.001-50.000 Zellen/ml. Die errechnete Differenz zwischen den IGF-1-Konzentrationen in
den Proben dieser beiden Klassen betrug 0,08 ng/ml. Proben mit Zellzahlen > 50.000 und
<100.000 Zellen/ml unterschieden sich in ihren IGF-1-Konzentrationen signifikant sowohl
von Proben mit Zellzahlen bis 25.000/ml als auch von Proben mit Zellzahlen zwischen 25.001
und 50.000/ml (Bonferroni: p < 0,001). Die errechneten Differenzen betrugen hier 0,30 bzw.
0,22 ng/ml (Tabelle 4.9).

Tabelle 4.9: Least-Square-Mittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) der logarithmierten
IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben (n = 3242) mit unterschiedlichen
somatischen Zellzahlen (SCC) sowie die Differenzen zwischen den IGF-1-
Konzentrationen in den unterschiedlichen Zellzahlklassen in ng/ml
MeBdaten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant

(“B p<0,001).
SCC n LSM SE Differenz in
ng/ml
<25.000/ml 1628 0,9863 * 0,0466 -0,30
> 25.000 und < 50.000/ml 830 1,0374 2 0,0484 -0,22
> 50.000 und < 100.000/ml 784 1,1725 B 0,0484 0,00

4.2  Pathologische Einfluf3faktoren auf die | GF-1-Konzentrationen in der Milch

4.2.1 Gesundheitsgruppe Euterviertel

Die Viertelanfangsgemelksproben wurden unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der
zytologischen und der bakteriologischen Untersuchungen in vier Gesundheitsgruppen

eingeteilt (Tabelle 4.10, vgl. 3.2.3).
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Tabelle 4.10: Verteilung der statistisch ausgewerteten Viertelgemelksproben (n = 5040) {iber
die vier Gesundheitsgruppen

Ausgewertete Viertelgemelksproben (n = 5040)

Gruppe Definition n %
| normale Sekretion 2736 54,3
II unspezifische Mastitis 1140 22,6
I (sub-)klinische Mastitis 658 13,1
v latente Infektion 506 10,0

Die Gesundheitsgruppe Euterviertel hatte einen signifikanten Einflu3 (F-Test: p < 0,0001) auf
die in den Proben mefBbaren IGF-1-Konzentrationen (Abbildung 4.9).

log [c (IGF-1)]

I II 111 v
Gesundheitsgruppe der Viertelgemelksprobe

Abbildung 4.9: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen in Viertelgemelksproben der vier Gesundheitsgruppen
(I. SCC < 100.000/ml, kein Keim, II: SCC > 100.000/ml, kein Keim,
III: SCC > 100.000/ml, Keimnachweis, IV: SCC < 100.000/ml, Keim-
nachweis, n = 5040)
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(*B p<0,001)
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Die logarithmierten IGF-1-Werte, die fiir die Viertelanfangsgemelksproben der Gruppe I,
,Gesund errechnet wurden (LSM = 1,2000) und die in der Gruppe IV, ,,SCC < 100.000/ml,
Keimnachweis* errechneten Werte (LSM = 1,2649) unterschieden sich signifikant von den
dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen, die in den Gruppen II, ,,SCC >
100.000/ml, kein Keim* und Gruppe III, ,,SCC > 100.000/ml, Keimnachweis“ gemessen
wurden (Bonferroni: p < 0,001). Dabei betrug die errechnete Konzentrationsdifferenz
zwischen den Proben ,,gesunder” Viertel und Proben mit erhohter Zellzahl 13,93 ng/ml.
Proben mit erhohter Zellzahl und gleichzeitigem Nachweis eines Mastitiserregers hatten um
14,09 ng/ml hohere IGF-1-Konzentrationen, wihrend in Proben, in denen zwar
Mastitiserreger nachgewiesen wurden, jedoch keine Zellzahlerhdhung vorlag, die IGF-1-

Konzentrationen nur um 0,94 ng/ml hoher lagen als in Proben ,,gesunder* Viertel.

4.2.2 Bakteriologischer Befund

Von den insgesamt 5040 ausgewerteten Viertelanfangsgemelksproben wurden in 23,1 %
(n = 1164) Erreger nachgewiesen. Dabei lag in 57 Proben, entsprechend 4,9 % der
erregerpositiven VGP, eine Mischinfektion mit mindestens zwei unterschiedlichen Keimen
VOr.

Tabelle 4.11 gibt einen Uberblick iiber das Vorkommen der verschiedenen Mastitiserreger im
statistisch ausgewerteten Untersuchungsmaterial.

Am héufigsten waren koagulase-negative Staphylokokken in 70,8 % der Milchproben, gefolgt
von SC. uberis in 16,6 % und koagulase-positiven Staphylokokken in 8,3 % der Proben.
. dysgalactiae und Sc. agalactiae kamen im ausgewerteten Material nur in 2,9 beziehungs-
weise 1,4 % der Proben vor. Corynebacterium bovis, koliforme Keime, Hefen oder Pilze

wurden in den untersuchten und statistisch ausgewerteten Proben nicht nachgewiesen.
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Tabelle 4.11: Haufigkeit von Keimbefunden im statistisch ausgewerteten Probenmaterial

bakteriologischer Befund n %
koagulase-negative Staphylokokken (CNS) 865 70,8
Streptococcus uberis 203 16,6
koagulase-positive Staphylokokken (CPS) 102 8,3
Streptococcus dysgal actiae 35 2,9
Streptococcus agalactiae 17 1,4
Anzahl der bakteriologischen Befunde 1222 100,0

Milchproben aus den beiden Vordervierteln waren tendenziell seltener erregerpositiv als
Proben aus den Hintervierteln (Tabelle 4.12). Zwischen dem Vorkommen von Keimen in

Proben aus gleichseitigen Vierteln lieB sich kein Unterschied ausmachen.

Tabelle 4.12: Verteilung der erregerpositiven Viertelanfangsgemelksproben (VGP) iiber die
einzelnen Euterviertel

erregerpositive VGP
Euterviertel n
n %
VR 1260 282 22,4
VL 1260 253 20,1
HR 1260 312 24,8
HL 1260 317 25,2

In den Gruppen der Kiithe mit Erregerausscheidung waren prozentual mehr dltere Tiere
(Laktationsnummer 3 und groBer) vertreten als in den Gruppen der Tiere, in deren
Milchproben keine Erreger nachgewiesen werden konnten. Abbildung 4.10 verdeutlicht die

Altersstrukturen der Kiihe ohne bzw. mit Erregerausscheidung.
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Abbildung 4.10: Altersstruktur der Gruppen ,,Kiihe ohne Erregerausscheidung™ (n = 577)
und ,,Kiihe mit Erregerausscheidung® (n = 683; LNR = Laktationsnummer,
LNR 3: Laktationsnummern 3 und grdéf3er)

Die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung wurden in sieben Klassen unterteilt
(siche 3.5.2).

Fir die Befundklasse wurde ein signifikanter Einflul auf die IGF-1-Konzentrationen
berechnet (F-Test: p < 0,001). In Proben ohne Erregernachweis und in Proben mit koagulase-
negativen Staphylokokken wurden die hochsten IGF-1-Konzentrationen gemessen (LSM =
1,5828 bzw. 1,5636). Milchproben, in denen mehr als ein Erreger nachgewiesen wurde,
zeigten nach den Milchproben mit B-Streptokokkennachweis (LSM = 1,2360) die geringsten
IGF-1-Konzentrationen (LSM = 1,2546). Sie unterschieden sich signifikant (Bonferroni: p <
0,01) von den Werten in erregerfreien Proben bzw. von Proben mit
CNS-Nachweis (Abbildung 4.11).

Die Differenzen zwischen den IGF-1-Konzentrationen in erregerfreier Magermilch
und Magermilch mit Sc.-uberis- bzw. CPS-Nachweis (LSM = 1,4904 bzw. 1,4831) betrugen
-2,77 bzw. —2,96 ng/ml. Die in Magermilchproben mit Sc. dysgalactiae gemessenen
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Werte (LSM = 1,3287) lagen um 6,39 ng/ml unter den Konzentrationen in erregerfreier
Magermilch, Proben mit B-Streptokokkennachweis enthielten um 7,54 ng/ml niedrigere

Konzentrationen.
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Abbildung 4.11: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen in Magermilchproben (n = 5040) in Abhéngigkeit vom
Ergebnis der bakteriologischen Untersuchung
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(*'p<0.,01)
CNS: koagulase-negative Staphylokokken
CPS: koagulase-positive Staphylokokken
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4.2.3 Pathologische Zéellzahl

Zellzahlen iber 100.000 pro ml Milch in Viertelanfangsgemelksproben gelten als
pathologisch. Die lineare Abhingigkeit, die sich im physiologischen Bereich bei Zellzahlen
bis 100.000/ml zwischen Zellzahl und IGF-1-Konzentration nachweisen lie3, war auch bei
Milchproben mit héheren Zellzahlen augenfillig. In diesen Magermilchproben waren héhere
IGF-1-Konzentrationen nachweisbar (F-Test: p < 0,0001).

Die lineare Abhédngigkeit zwischen den dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen
und den Linear Somatic Cell Scores der Viertelgemelke lie3 sich, bei Betrachtung aller
Zellgehalte, mit der Gleichung log [¢ (IGF-1)] = 0,182 * LSCS + 1,0179 beschreiben mit
R? =126,0 % (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Abhingigkeit der dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen
vom Linear Somatic Cell Score (LSCS) der Magermilchprobe (n = 5040)
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Die dekadischen Logarithmen der IGF-1-Konzentrationen in Magermilchproben in den
unterschiedlichen Zellzahlklassen mit Zellzahlen > 100.000 pro ml Milch unterschieden sich
signifikant (Bonferroni: p < 0,001). Abbildung 4.13 verdeutlicht die Zunahme der IGF-1-
Konzentration mit steigender Zellzahl, wobei die Ergebnisse der Proben mit Zellzahlen unter

100.000 Zellen pro ml Milch mit dargestellt sind.

log [c (IGF-1)]
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Abbildung 4.13: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen in Viertelgemelksproben mit unterschiedlichen Zellzahlen
(n =5040)
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(ABCDEF 5 0.001)
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4.2.4 Erkrankungen der Nachbarviertel

Von den 5040 ausgewerteten Viertelgemelksproben waren 2736 Proben normaler Sekretion
(SCC < 100.000/ml, kein euterpathogener Keim nachweisbar). Diese Proben wurden
unterteilt in solche aus vollstindig gesunden Eutern (vier unauffillige Euterviertel) und in
solche, die aus Eutern stammten, in denen mindestens ein anderes Viertel erh6hte Zellzahlen
und/oder bakteriologische Befunde aufwies. Entsprechend der Euterbefunde wurden die Kiihe

in die vier Gesundheitsgruppen eingeteilt (Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13: Verteilung der statistisch ausgewerteten Kithe (n = 1260) iiber die vier
Gesundheitsgruppen

Beprobte und statistisch ausgewertete Tiere (n = 1260)

Gruppe Definition n %

I normale Sekretion auf allen vier Vierteln 287 22,8
(SCC < 100.000/ml, bakteriologisch negativ)

mind. 1 Viertel mit SCC > 100.000/ml,
II dieses Viertel bakteriologisch negativ 290 23,0
(unspezifische Mastitis)

mind. 1 Viertel mit SCC > 100.000/ml,
111 dieses Viertel bakteriologisch positiv 418 33,2
([sub-]klinische Mastitis)

mind. 1 Viertel mit SCC < 100.000/ml,
vV dieses Viertel bakteriologisch positiv 265 21,0
(latente Infektion)

Der Einflul des Vorliegens pathologischer Befunde auf mindestens einem Viertel eines
Euters auf die IGF-1-Konzentrationen in den gesunden Vierteln wurde untersucht und erwies

sich als signifikant (F-Test: p = 0,01, Abbildung 4.14).
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log [c (IGF-1)]

Gesund SCC > 100.000/ml, SCC <100.000/ml, SCC > 100.000/ml,
kein Keimnachweis Keimnachweis Keimnachweis

Befunde der Nachbarviertel

Abbildung 4.14: Least-Square-Mittelwerte und Standardfehler der logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen in Viertelgemelksproben mit normaler Sekretion
(n = 2736), deren Nachbarviertel unterschiedliche Befunde aufwiesen. Die
Befunde der Nachbarviertel sind auf der x-Achse aufgetragen.
Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(' p <0,05)

Unauffillige Magermilchproben, die aus Eutern stammten, deren andere Viertel ebenfalls
unauffillige Sekretion aufwiesen, hatten die niedrigsten IGF-1-Werte (LSM = 1,1321). Waren
in der Sekretion eines Euterviertels Mastitiserreger nachweisbar, ohne dafl gleichzeitig
erhohte Zellzahlen vorlagen, so zeigten die gesunden Viertel leicht erhohte IGF-1-Werte
(LSM = 1,1943). Die hochsten IGF-1-Werte lagen in Proben vor, die aus Eutern stammten, in
denen in mindestens einem Viertel erhohte Zellzahlen nachweisbar waren (LSM = 1,2466).
Da hier, der geringen Probenanzahl wegen, ein relativ groler Standardfehler vorlag, war diese
Differenz statistisch nicht absicherbar. Signifikant war dagegen der Unterschied zwischen
Proben aus unauffilligen Eutern und Proben aus Eutern, in denen auf einem Viertel sowohl
Mastitiserreger nachweisbar waren als auch die Zellzahl {ber 100.000/ml lag

(LSM = 1,2232) (Bonferroni: p < 0,05).
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4.3 Korreationen

Die hochste Korrelation wurde mit 0,41 zwischen den dekadisch logarithmierten IGF-1-
Konzentrationen und dem Linear Somatic Cell Score der in der jeweiligen
Viertelanfangsgemelksprobe gemessenen Zellzahl errechnet. Ob in einer Magermilchprobe
ein Mastitiserreger nachgewiesen wurde oder nicht, korrelierte mit der logarithmierten IGF-1-
Konzentration nur mit 0,11. Dagegen betrug die Korrelation zwischen Linear Somatic Cell

Score und nachgewiesenem bzw. nicht vorliegendem Mastitserreger 0,33 (Tabelle 4.14).

Tabelle 4.14: Korrelationen zwischen den dekadisch logarithmierten IGF-1-Konzentrationen
(log [c (IGF-1)]), dem Linear Somatic Cell Score (LSCS) und dem Vorliegen
bzw. Fehlen eines Erregernachweises (Befund j/n) in der jeweiligen Viertel-
anfangsgemelksprobe (n = 5040)

log [c (IGF-1)] LSCS Befund j/n

log [c (IGF-1] 0.41 0,11
og[c -
(p <0,0001) (p <0,0001)
LSCS 0,33
(p < 0,0001)
Befund j/n

Die in den Auswertungen dargestellten IGF-1-Mittelwerte sind Berechnungsgrof3en, in denen
jeweils die MeBwerte der Proben aller Kiihe einer statistischen Gruppe zusammengefaf3t sind.

Um einen besseren Eindruck der individuellen Schwankungen der IGF-1-Konzentrationen in
Magermilchproben einzelner Kiihe zu geben, sind im Anhang die EinzelmeBwerte von zwei

Kiihen graphisch dargestellt.
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5 Diskussion

51 | GF-1-Konzentrationen in Milch

Die in der vorliegenden Untersuchung ermittelten MelBwerte der IGF-1-Konzentrationen in
Magermilch sind mit Ergebnissen anderer Studien vergleichbar. Auch Collier et al. (1991)
und Daxenberger (1998) fanden eine linkssteile Haufigkeitsverteilung der MeBwerte.

Dabei sind die von Collier et al. (1991) angegebenen Werte niedriger (Median 1,9 ng/ml) als
die bei Daxenberger (1998) (Median 4,4 ng/ml) und in der vorliegenden Arbeit (Median
3,8 ng/ml). Diese Werte stimmen gut mit den von Hammond et al. (1990) bei nicht bST-
behandelten Kiihen ermittelten Konzentrationen von 3,0-4,7 ng/ml {iberein, ebenso wie mit
den in den Studien von Zhao et al. (1994) und von Prosser et al. (1989) ermittelten
durchschnittlichen Werten von 4,3 ng/ml beziechungsweise von 3,4 ng/ml. Nicht bestitigt
werden konnten die Ergebnisse von Schams (1989) mit IGF-1-Konzentrationen in reifer
Milch zwischen 26 und 33 ng/ml und von Campbell und Baumrucker (1989), die am Tag 7
nach der Kalbung durchschnittlich 34,4-38,2 ng/ml messen konnten. Bis auf die
Untersuchung von Daxenberger (1998) stiitzen sich die Ergebnisse der genannten Arbeiten
auf die Auswertung kleinerer Milchprobenzahlen, und es wurden andere Testsysteme
verwendet.

Fiir die unterschiedlichen IGF-1-Konzentrationen, die in verschiedenen Studien gemessen
wurden, konnten die verwendeten Testsysteme verantwortlich sein, vor allem die
unterschiedlichen Ansdtze zur Beseitigung der durch die IGFBP verursachten Stérungen.
Extraktionsmethoden beinhalten das grundsétzliche Problem mangelnder Vollstindigkeit, was
zu verminderten Wiederfindungsraten fiihrt. Die nach unvollstdndiger rdumlicher Abtrennung
im Testansatz noch vorhandenen IGFBP konnten durch Bindung des markierten IGF-1 hohere
Gehalte an IGF-1 im Probenmaterial vortduschen.

Der in dieser Arbeit beschriebene Testansatz verzichtet auf Extraktion und rdumliche
Trennung von IGF-1 und IGFBP und bedient sich statt dessen einer funktionalen Trennung.
IGF-2, das ebenfalls an die Bindungsproteine bindet, von dem eingesetzten hochspezifischen
IGF-1-Antiserum aber nicht gebunden wird, wird im UberschuBl zugegeben. Die Validitit
dieser Vorgehensweise wird bestétigt durch die Genauigkeit (Wiederfindung 101,7 + 4,7 %)
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und insbesondere durch die Parallelitit der Bestimmung, die keine Storung des Testansatzes

erkennen lassen.

5.2 EinfllUsse auf die | GF-1-Mittelwerte

521 Rasse

Tendenziell wurden in den Magermilchproben von Rindern der Rasse Deutsche Holsteins,
Farbrichtung Schwarz, in dieser Untersuchung niedrigere IGF-1-Konzentrationen gemessen
als in Proben von Deutschen Holsteins der Farbrichtung Rot einschlieSlich der Deutschen
Rotbunten (Doppelnutzung). Der Einflu der Rasse auf die IGF-1-Mittelwerte war jedoch
statistisch nicht signifikant.

Im Gegensatz dazu konnte Daxenberger (1998) einen statistisch signifikanten Einfluf3 der
Rasse auf die IGF-1-Konzentrationen in Gesamtgemelksproben nachweisen. Er maf3 in der
Milch von schwarzbunten Kiihen hohere IGF-1-Gehalte als in Proben von Kiihen der Rassen
Fleck- und Braunvieh bzw. deren Kreuzungen.

Zwischen den IGF-1-Konzentrationen im Blut unterschiedlicher Rassen bestehen statistisch
signifikante Unterschiede. Bei dem Vergleich der IGF-1-Konzentrationen im Blutplasma von
Kiihen einer milchleistungsbetonten Rasse (Deutsche Schwarzbunte) mit den Werten im
Plasma von Tieren einer Doppelnutzungsrasse (Fleckvieh) stellten Schams et al. (1991b)
einen signifikanten Unterschied fest. Sie wiesen im Blut der Doppelnutzungstiere signifikant
mehr IGF-1 nach als im Blut der Schwarzbunten. In einer anderen Untersuchung konnten sie
die hoheren IGF-1-Werte bei Fleckvieh bestétigen, Blutproben von Rindern der Rasse Brown
Swiss hatten niedrigere IGF-1-Konzentrationen als schwarzbunte Rinder (Schams et al.,
1991a).

Der nicht signifikante EinfluB der Rasse auf die IGF-1-Mittelwerte in der vorliegenden
Untersuchung konnte in der Tatsache begriindet sein, dal die untersuchten Tiere alle
milchleistungsbetonten Rassen angehoren. Die Zahl der zu den Tieren der Farbrichtung Rot
gezdhlten Doppelnutzungstiere war verhéltnisméafig zu gering, um einen merklichen
Unterschied zu verursachen. In den oben angefiihrten Untersuchungen werden stets

milchbetonte mit Doppelnutzungs- bzw. fleischbetonten Rassen verglichen.
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5.2.2 Euterviertd

In Milchproben aus den beiden Hintervierteln lagen hohere IGF-1-Mittelwerte vor als in
Proben, die aus den Vordervierteln stammten. Dieser Unterschied war zwischen Proben aus
dem rechten Vorder- und dem linken Hinterviertel statistisch signifikant.

Auch in den Untersuchungen von Liebe (1996) fanden sich unterschiedliche IGF-1-
Konzentrationen in Vorder- und Hintervierteln. Grund hierfiir war die Reihenfolge der
Probennahme, die nach einem genauen Schema vor Stimulation des Euters durchgefiihrt
wurde, wodurch es durch das Einschieflen der Milch wihrend der Probennahme zu einem
Drifteffekt kam. Nach der Umstellung der Probennahme war dieser Effekt verschwunden. In
der vorliegenden Untersuchung wurde die Probennahme erst nach der vollstindigen
Stimulation des Euters und dem Wegmelken der Zisternenmilch durchgefiihrt, so daB3 ein
Drifteffekt ausgeschlossen werden kann.

Mehrere Untersuchungen haben nachgewiesen, dafl die Zellzahlmittelwerte in den hinteren
Eutervierteln hoher sind als in den Vordervierteln, ohne dall zwischen den Vierteln einer
Euterhilfte ein statistisch absicherbarer Unterschied ausgemacht werden kann (Schepers
et al., 1997; Klaas, 2000). Studien {iber das Vorkommen von Mastitiden von Gonzalez et al.
(1990) und Lancelot et al. (1997) ergaben fiir die Hinter— hohere Erkrankungsraten als fiir die
Vorderviertel.

Die Hinterviertel des Euters sind gegeniiber Umwelteinfliissen stdrker exponiert als die
Vorderviertel. Kot, Urin und VaginalausfluB} stellen eine stindige Verschmutzungsgefahr und
Keimquelle dar. Die Euterhinterviertel miissen sich hiufiger mit eindringenden Keimen oder
mit Reizungen auseinandersetzen als die Vorderviertel.

Nach der Diapedese von Abwehrzellen durch die Euterschranke ist ihre Aktivitdt nach den
Ergebnissen von Smits et al. (1999) deutlich verringert. IGF-1 regt die Abwehrleistungen der
Leukozyten an und verbessert sie nachweislich (Balteskard et al., 1998).

Hohere IGF-1-Mittelwerte in den stirker exponierten Hintervierteln konnen ein Hinweis
darauf sein, daB IGF-1 fiir die Aufrechterhaltung und Verbesserung der Funktionen der
Abwehrzellen in der Milch notwendig ist.
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5.2.3 Laktationsnummer und L aktationsabschnitt

Die IGF-1-Konzentration in der Milch verdndert sich im Laufe der Laktation. Aus der
Literatur ist bekannt, dall im Kolostrum extrem hohe IGF-1-Konzentrationen vorliegen, die
schnell absinken (Malven et al, 1987; Schams und Einspanier, 1991; Grosvenor et al., 1993).
Der Einflul des Laktationsabschnitts wurde auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen.
Die IGF-1-Mittelwerte in der frilhen Laktation (Tag 5-80) waren hoher als in der
Hochlaktation (Tag 81-240). Fiir die Spatlaktation (ab Tag 241) wurden die hochsten Werte
berechnet. Mit zunehmendem Alter der Kuh, ausgedriickt durch ihre Laktationsnummer,
stiegen die IGF-1-Konzentrationen an.

Die nachgewiesene deutliche  Abhidngigkeit der IGF-1-Konzentrationen vom
Laktationsabschnitt und der Kurvenverlauf {iber die Laktation stimmen mit Literaturangaben
iiberein (Collier et al., 1991; Zhao et al., 1994). Campbell und Baumrucker (1989)
bestimmten im Kolostrum von multiparen Kiithen hohere IGF-1-Werte als in der Milch von
primiparen Tieren. Dieser Unterschied blieb im Laufe der Laktation allerdings nicht bestehen.
Die vorliegenden Berechnungen, die fiir Tiere mit hoheren Laktationsnummern tber die
gesamte Laktation hohere IGF-1-Werte ergaben, decken sich mit den Beobachtungen von
Collier et al. (1991). Sie stellten ebenfalls keine Interaktion zwischen Laktationsnummer und
Laktationsabschnitt fest, das heillt, daB3 die Konzentrationsdifferenzen zwischen den
Milchproben von multi- und primiparen Kiihen iiber den gesamten Laktationsverlauf erhalten
blieben.

Der Konzentrationsabfall zum Ende der Kolostralphase hin ist von vielen Hormonen und
Wachstumsfaktoren, aber auch von anderen Proteinen wie zum Beispiel den
Immunglobulinen in der Milch bekannt, die in der Versorgung des Neonaten eine Rolle
spielen. Auch IGF-1 wird von den Neonaten aus dem Kolostrum aufgenommen (Hammon et
al., 2000). Fiir das Zytokin werden Aufgaben bei der Initialisierung von Wachstumsprozessen
(Ronge und Blum, 1988) und bei der Entwicklung des Magen-Darm-Traktes (Burrin, 1997)
diskutiert. Hierin konnte die Begriindung fiir die extrem hohen Konzentrationen im
Kolostrum liegen, die nach dieser Phase auf das fiir die Erhaltung der Milchdriise notwendige
Mal zuriickgehen.

Daxenberger (1998) sieht den Grund fiir den Anstieg der Konzentrationen zum Ende der

Laktation hin in der Verdnderung des Hormonhaushaltes im Laufe der Trachtigkeit. In der
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vorliegenden Untersuchung wurde dieser Anstieg aber auch bei nicht tragenden Tieren
beobachtet, so dall der EinfluB des Laktationsabschnittes auf die IGF-1-Mittelwerte
unabhingig vom Tréichtigkeitsstatus erhalten blieb. IGF-1 kénnte bei der Verhinderung der
Involution der Euterzellen eine Rolle spielen. Erste Erkenntnisse dariiber wurden in
Untersuchungen an Mé&usemodellen gewonnen (Neuenschwander et al.,, 1996). Inwieweit

diese jedoch auf die Verhéltnisse im Rindereuter iibertragbar sind, bleibt zu klédren.

5.2.4 Milchleistung

In den Milchproben von Kiihen mit einer Milchleistung von weniger als 20 kg/Tag lagen
signifikant hohere IGF-1-Mittelwerte vor als in der Milch von Kiihen mit hdherer
Tagesleistung. Da fiir diese Berechnungen die Daten der am Tag vor der Probennahme
durchgefiihrten Milchleistungspriifung herangezogen wurden, wurde auf eine genauere
Korrelationsberechnung verzichtet. Die Ergebnisse fiir die Leistungsklassen lassen aber auf
eine negative Korrelation zwischen IGF-1-Konzentration und Milchleistung schlief3en.

Collier et al. (1991) berechneten zwischen der IGF-1-Konzentration in der Milch und der
Milchmenge des gleichen Tages eine negative Korrelation von r = -0,15. Bei der Auswertung
der Mefidaten von 13 Kiihen fand Theyerl-Abele (1990) eine negative Korrelation zwischen
den IGF-1-Plasmakonzentrationen und der Milchleistung der Tiere. Ronge et al. (1988)
wiesen ebenfalls auf den gegensitzlichen Verlauf der IGF-1-Werte im Blut und der
Milchleistung hin. Allerdings sind Riickschliisse zwischen den Konzentrationen des
zirkulierenden und des lokal vorhandenen IGF-1 sehr schwierig zu ziehen und sehr vorsichtig
zu bewerten, da diese Konzentrationen nicht korreliert sind (Baumrucker und Erondu, 2000).
Houben et al. (1993) und Klaas (2000) wiesen in ihren Studien ein steigendes Mastitisrisiko
mit zunehmender Milchleistung nach. Die niedrigeren IGF-1-Konzentrationen in der Milch
von Tieren mit hoher Tagesleistung konnten ein Hinweis darauf sein, dafl IGF-1 eine
Schutzfunktion flir das Euter ausiibt. Jedoch konnte mit den hier vorliegenden Daten keine
Berechnung tiiber die Beziehung des IGF-1-Gehaltes mit der Gesamtleistung der Kuh
durchgefiihrt werden. Collier et al. (1991) konnten keine Korrelation des IGF-1-Gehaltes in
der Milch mit der 305-Tage-Leistung nachweisen. Niedrigere IGF-1-Werte bei hoherer

Milchmenge konnten auch auf einen Verdiinnungseffekt hindeuten.
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Daxenberger (1998) fand bei der Auswertung der Daten von 26 Kiihen mittels linearer
Regression keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem IGF-1-Gehalt der Milch und
der Milchmenge. Nach einer bST-Behandlung allerdings stiegen die IGF-1-Werte in der
Milch vor der Milchleistung an und es bestand eine ausgeprigte positive Korrelation
zwischen dem relativen Anstieg des IGF-1-Werts und der zusitzlichen Milchmenge. Dieser
Hinweis auf die zentrale Rolle des IGF-1 in der Vermittlung der milchmengensteigernden

Wirkung des GH steht aber nicht grundsétzlich im Widerspruch zu den obigen Ergebnissen.

5.2.5 Tréachtigkeit

Die Einfliisse von Laktationsstadium und Trichtigkeitsstadium auf die IGF-1-Konzentration
lassen sich nur unter Schwierigkeiten, wenn iiberhaupt, genau voneinander abgrenzen. Die
IGF-1-Mittelwerte in der Milch der nicht trachtigen und der tragenden Tiere unterschieden
sich nicht signifikant. Unterteilt in die drei Laktationsabschnitte, ergaben sich fiir die
tragenden Tiere in der Friih- und Hochlaktation tendenziell niedrigere Werte als fiir die nicht
tragenden, in der Spitlaktation war die Situation umgekehrt. Insgesamt blieb sowohl bei
tragenden als auch bei nicht trdchtigen Tieren der typische Kurvenverlauf der IGF-1-
Konzentrationen iiber die Laktation uneingeschrinkt erhalten.

Bei der Betrachtung der IGF-1-Werte im Verlauf der Trachtigkeit ergab sich zum Ende der
Trachtigkeit ein signifikanter Anstieg. Aus der Literatur ist bekannt, da 1im
Trockenstehersekret zwei Wochen ante partum die hochsten IGF-1-Konzentrationen
gemessen werden (Vega et al., 1991). Der Anstieg der IGF-1-Konzentrationen im Verlauf der
Trachtigkeit wird auch deutlich, wenn die Kiihe innerhalb der Laktationsabschnitte
miteinander verglichen werden. Dabei gibt es natiirlich in der Friihlaktation keine
hochtragenden Tiere. Insgesamt ist wegen der unterschiedlichen GruppengroBBen (es liegen
zum Teil sehr kleine Gruppen vor, die zwangsldufig einen hohen Standardfehler aufweisen)
eine statistische Absicherung schwierig. Trotzdem ist ein EinfluB des Trachtigkeitsstadiums
sichtbar.

Daxenberger (1998) vermutete den Grund fiir den Anstieg der gemessenen, statistisch
unkorrigierten IGF-1-Konzentrationen in der Milch zum Ende der Laktation, also

normalerweise bei  fortgeschrittener Trichtigkeit, im  Anstieg der plazentédren
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Ostrogensekretion im zweiten Gestationstrimester. Ropke (1993) stellte ab der 10. Woche
ante partum einen Abfall der IGF-1-Konzentrationen im Blut fest. Die Ursache dafiir
vermutete er in einer erhdhten Aufnahme des IGF-1 ins Euter.

In der vorliegenden Untersuchung wurde gezeigt, da3 der Anstieg der IGF-1-Mittelwerte zum
Ende der Laktation auch bei nicht tragenden Tieren stattfindet. Der Grund fiir den Anstieg der
IGF-1-Werte in der Milch trachtiger Tiere ab dem 200. Graviditédtstag kann zumindest nicht
allein in den oben erwidhnten Verdnderungen des Hormonhaushaltes liegen.

Fiir den IGF-1-Rezeptor ist eine Beeinflussung durch die Triachtigkeit nachgewiesen. Hadsell
et al. (1990) konnten zeigen, daB3 seine Exprimierung im Lauf der Laktation abnimmt, wobei
die Zahl der Rezeptoren im Euter bei bestehender Trachtigkeit ansteigt (Baumrucker, 1986;
Forsyth, 1989; Oka et al., 1991). Baumrucker und Erondu (2000) warnen davor, die
Bedeutung von Veridnderungen in der Konzentration von Rezeptoren zu liberschétzen. So ist
zum Beispiel fiir den Insulinrezeptor nachgewiesen, da3 schon eine Sattigung von 5 % der
vorhandenen Rezeptoren fiir die maximale Wirkung ausreicht. Beim IGF-1-Rezeptor ist
jedoch fiir maximale Wirkung die Absittigung aller Rezeptormolekiile notig. Verdnderungen
in der Rezeptorenexpression ziehen hier auch Verdnderungen in der Wirkung nach sich. Ein
Absinken der Zahl der IGF-1-Rezeptoren bewirkt weniger Euterwachstum und ausgeprigtere
Zelldifferenzierung (Neuenschwander et al., 1995). Eine Beteiligung von IGF-1 ist dabei
sowohl an Mitose- als auch an Differenzierungsvorgiangen nachgewiesen (Froesch et al.,
1985).

Unterschiedliche Verhiltnisse sind bei den IGF-Bindungsproteinen (IGFBP-2, IGFBP-3)
nicht nur zwischen tragenden und nicht tragenden, sondern auch zwischen nicht tragenden
Tieren zu finden, je nachdem ob sie trichtig werden oder nicht. Mit Eintritt der Trachtigkeit
sinken die IGFBP-Konzentrationen im Euter ab. Diese Verdnderung ist unabhéngig von den
im Serum vorliegenden Konzentrationen, also ein Ergebnis einer Modulation in der
Synthesetitigkeit des Euters durch die Trichtigkeit und/oder durch laktationsinduzierte
Faktoren (Baumrucker und Erondu, 2000). Besnard et al. (1997) gelang bei Mensch und
Nager der Nachweis von trachtigkeitsspezifischen Proteasen.

Die Schwierigkeit einer Abgrenzung der Einfliisse von Laktationsabschnitt und
Trachtigkeitsstadium auf die IGF-1-Konzentration liegt in dem engen Zusammenhang dieser
Einflussfaktoren, gerade bei der Hochleistungskuh, begriindet. Sowohl die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit als auch die Hinweise auf eindeutig trichtigkeitsabhingige

Verdnderungen bei einzelnen Komponenten des IGF-Systems sprechen aber fiir einen Einflul3
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der Trichtigkeit auf die IGF-1-Konzentrationen in der Milch. Dessen Bedeutung ist
wahrscheinlich in der Vorbereitung des Euters auf die ndchste Laktation zu sehen. Eventuell
konnte IGF-1 aber auch eine Schutzfunktion auf die Zellen ausiiben in einer Phase, in der die
Néhrstoffe nicht mehr uneingeschrinkt dem Euter zugefiihrt werden, sondern in steigendem
Malle von der wachsenden Frucht bendtigt werden.

Nach der Geburt scheinen die hohen IGF-1-Konzentrationen im Kolostrum fiir die
Entwicklung des Gastrointestinaltraktes des Neonaten von Bedeutung zu sein (Slebodzinski,

1994).

5.2.6 Zéellzahl

Zwischen dem Linear Somatic Cell Score (LSCS) als MaB fiir den Zellgehalt einer
Milchprobe und den IGF-1-Mittelwerten konnte eine positive Korrelation von r = +0,41
berechnet werden. Die IGF-1-MeBwerte nahmen mit steigender Zellzahlklasse zu. Dabei
waren die Unterschiede zwischen den Klassen bereits ab einer Zellzahl von 50.000/ml, also
noch im physiologischen Bereich, statistisch signifikant.

Die Korrelation zwischen LSCS und dem Vorliegen bzw. Nichtvorliegen -eines
euterpathogenen Keimes in einer Milchprobe wurde mit r = +0,33 berechnet. Eine
Beeinflussung der Zellzahl durch Mastitiserreger ist aus der Literatur bekannt (de Vries,
1975; Labohm et al., 1998).

Daxenberger (1998) konnte eine hochsignifikante positive Korrelation zwischen Zellzahl und
IGF-1-Konzentration in Gesamtgemelksproben nachweisen. Liebe und Schams (1998)
berechneten  fiir ~ Viertelvorgemelke  eine  stirker  ausgepridgte  Korrelation
(r = +0,6). Die Ursache fiir diesen Zusammenhang sehen sie in der Produktion von IGF-1
durch Leukozyten, die den Hauptanteil der somatischen Milchzellen ausmachen. Bei
Entziindungen spielen sie eine wichtige Rolle im Abwehrsystem der Milchdriise, die zum
groflen Teil durch Zytokine als Entziindungsmediatoren reguliert wird.

Bruckmaier et al. (1993) stellten bei experimentellen E.-coli-Endotoxinmastitiden einen
Anstieg der IGF-1-Konzentrationen in der Milch fest, der dem Anstieg der Zellzahlen
vorausging. Auch Harmon (1994) postulierte die Funktion des IGF-1 als Chemoattraktant fiir

das Einstromen der Leukozyten in das Euter.
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Sowohl Bensinger (1997) als auch Liebe (1996) fanden in einigen Milchproben Erhéhungen
der Zellzahl ohne gleichzeitig angestiegene IGF-1-Konzentrationen. Bensinger zog daraus
den Schluf}, da3 IGF-1-Werte und SCC nicht miteinander korreliert sind. Somit konnte die
IGF-1-Konzentration zur genaueren Bewertung des SCC einer Milchprobe dienen, der je nach
dem Zeitpunkt der Probennahme im Tagesverlauf groleren Schwankungen unterworfen ist.

Die nachgewiesene Produktion von IGF-1 durch Leukozyten (Baxter et al., 1991) und die fiir
eine grofle Probenzahl sowohl fiir Gesamtgemelke (Daxenberger, 1998) als auch in der
vorliegenden Arbeit fiir Viertelvorgemelksproben berechnete deutliche Korrelation zwischen
IGF-1-Wert und SCC lassen IGF-1 als keine geeignete Grofle erscheinen, um daraus weitere

Informationen zur Beurteilung des SCC einer Milchprobe zu gewinnen.

5.2.7 Gesundheitsgruppe

Sowohl Milchproben aus gesunden Eutervierteln als auch Milchproben mit unauffalliger
Zellzahl, aber dem Nachweis eines Mastitiserregers hatten signifikant niedrigere IGF-1-
Mittelwerte als Milchproben mit hoher Zellzahl, unabhéngig davon, ob gleichzeitig ein
euterpathogener Keim nachgewiesen wurde oder nicht.

Der Einflul der Zellzahl auf die IGF-1-Konzentration ist somit grofer als der EinfluB3 eines
Mastitiserregers. Dies driickt sich auch in den berechneten Korrelationen aus. Zwischen den
IGF-1-Mittelwerten und dem LSCS liel sich eine positive Korrelation von r = +0,41
berechnen. Zwischen den IGF-1-Mittelwerten und dem Vorhandensein beziehungsweise
Nichtvorhandensein eines euterpathogenen Keimes in der Milchprobe betrug sie nur
r = 10,11, die Korrelation zwischen LSCS und dem positiven oder negativen Keimnachweis

betrug r = +0,33. Alle Korrelationen waren hochsignifikant.
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5.2.8 Bakteriologischer Befund

In den bakteriologisch positiven Proben wurden vor allem Staphylokokken nachgewiesen.
Dies stimmt mit den Ergebnissen von Wilson et al. (1997) und Klaas (2000) iiberein. Die
Differenzierung mittels Clumping-Factor-Tests ergab einen {iberwiegenden Anteil von
koagulase-negativen Staphylokokken (CNS). Koagulase-positive Staphylokokken (CPS), zu
denen auch S aureus gehort, waren nur in 8,3 % der bakteriologisch positiven Proben
nachzuweisen. Den grofiten Teil der Streptokokken machte Sc. uberis aus, gefolgt von Sc.
dysgalactiae und Sc. agalactiae.

Tendenziell waren mehr aus den Hintervierteln stammende Proben bakteriologisch positiv
sowie Proben, die von dlteren Tieren stammten. Dies entspricht den Beobachtungen von
Gonzalez et al. (1990) und Lancelot et al. (1997) beziehungsweise von Jayarao et al. (1999).
In Proben, in denen kein euterpathogener Keim gefunden wurde, und in Proben, in denen
CNS nachweisbar waren, lagen die hochsten IGF-1-Mittelwerte vor. Fiir Proben mit mehr als
einem euterpathogenen Keim wurden signifikant niedrigere IGF-1-Mittelwerte berechnet.
Nach Untersuchungen von Fenlon et al. (1995), Wilson et al. (1997) und Labohm et al.
(1998), weisen Milchproben mit negativem bakteriologischen Untersuchungsergebnis die
niedrigsten Zellzahlmittelwerte auf. Proben mit CNS-Nachweis haben im Vergleich deutlich
erhohte Zellzahlen, die aber noch unter den Zellzahlen liegen, die in Proben mit CPS
gemessen werden. SC. dysgalactiae und Sc. uberis verursachen hohere Zellzahlen als
Staphylokokken. Nach den vorliegenden Ergebnissen sind die IGF-1-Mittelwerte in
Milchproben, die mit Keimen befallen sind, die eine besonders deutliche Zellzahlerhhung
verursachen, tendenziell niedriger als in Proben ohne Erregernachweis beziehungsweise in
Proben, in denen sogenannte ,,minor pathogens‘ nachgewiesen wurden.

Ein Erklarungsansatz wire in der vermuteten Schutzfunktion des IGF-1 (Fukushima et al.,
1999) zu suchen: Euterviertel, in denen eine bestimmte Menge IGF-1 biologisch aktiv ist,
konnen sich gegen das Eindringen von euterpathogenen Keimen zur Wehr setzen
beziehungsweise es liegen nur solche Keime vor, die keine heftige Erkrankung nach sich
ziehen. Viertel, in denen weniger IGF-1 vorhanden ist, konnen sich gegen das Eindringen von
pathogenen Keimen, die starke Entziindungsvorgéange auslosen, nicht mehr wehren.

In Einklang mit dieser These stehen die Beobachtungen von Bensinger (1997), die im Sekret

von Kiihen mit Kolimastitiden nur niedrige IGF-1-Konzentrationen nachwies. Bei Kiihen mit
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experimentell induzierter E.-coli-Endotoxinmastitis mit geringer ausgepriagten Symptomen
waren hohere IGF-1-Werte zu beobachten.

Ein anderer Erklarungsansatz griindet darauf, daB3 der jeweilige Erreger die Dynamik der
verursachten Entziindungsabldufe beeinflulit (Bramley, 1992). So konnte es, abhingig vom
durch den jeweiligen Erreger ausgelosten Entziindungstyp, im Zuge der Abwehrreaktionen

zur Ausbildung unterschiedlicher Zytokinprofile kommen.

5.2.9 Erkrankungen der Nachbarviertel

Statistisch abgesichert werden konnte ein Unterschied zwischen den IGF-1-Mittelwerten in
Viertelproben aus vollstdndig gesunden Eutern und Proben mit normalem Sekret aus Eutern,
in denen mindestens ein Viertel bakteriologisch positiv war und gleichzeitig erhdhte
Zellzahlen aufwies. In diesen Proben waren die Werte signifikant erhoht. Auch in Proben mit
Nachbarvierteln, die entweder erhohte Zellzahlen oder aber Keimbefall aufwiesen, lagen
erhohte IGF-1-Werte vor, ohne dal} sich dies allerdings statistisch absichern lief3.

Diesen Zusammenhang zwischen den IGF-1-Konzentrationen in Nachbarvierteln konnten
Bruckmaier et al. (1993) und Bensinger (1997) nicht erkennen. Bei Tieren mit experimentell
induzierter E.-coli-Endotoxinmastitis stiegen die IGF-1-Konzentrationen auch beim Vorliegen
systemischer Reaktionen nur im Sekret der endotoxinbehandelten Viertel. Sie gingen deshalb
von einer lokalen Bildung des IGF-1 im infizierten Viertel oder einer Diffusion des IGF-1 aus
der Zirkulation durch die geschéddigte Blut-Euter-Schranke in das betroffene Viertel.
Bensinger (1997) konnte auch bei anderen Mastitismodellen (S-aureus-Exotoxin) keinen
Anstieg der IGF-1-Konzentrationen in den unbehandelten Vierteln erkennen.

Liebe und Schams (1998) dagegen stellten bei der Untersuchung von Milchproben von Kiihen
mit akuter oder chronischer subklinischer Mastitis in der Milch aus den unauffilligen Vierteln
ebenfalls erhohte IGF-1-Konzentrationen fest, ohne dies, der geringen Probenanzahl wegen,
jedoch statistisch absichern zu konnen. Den SCC dieser als gesund eingestuften Viertel hatten
sie allerdings nicht gemessen. Shuster et al. (1995) fanden im Sekret der Nachbarviertel von

mit E. coli infizierten Vierteln einen Anstieg der BSA- und IGF-1-Konzentrationen. Sheffield
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(1997) wies in den Nachbarvierteln von Vierteln, diec mit Sc. agalactiae infiziert waren,
signifikant erhohte Mengen IGF-1-mRNA nach.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal die bei Mastitis entstehenden Verdnderungen nicht auf
ein Viertel begrenzt sind. IGF-1 steigt in Geweben nach der Einwirkung unterschiedlicher
Stressoren, wie zum Beispiel Hitze, Infektion oder oxidativem Strel, und im Zuge der
Wundheilung, an. Es ist also entweder beteiligt an der Reparatur des zerstorten Gewebes oder
aber am Schutz der noch unversehrten Zellverbénde vor Zerstérung und vor dem Eindringen
und der Vermehrung von Erregern. So fanden Fukushima et al. (1999) bei Miusen, die mit
IGF-1 und GH vorbehandelt waren, nach groBflichigen Verbrennungen signifikant erhdhte
Uberlebensraten. Der Zellverband im Darmzottenepithel war stabiler als bei unbehandelten
Kontrolltieren, und die Ausbreitung der Bakterien im Korper verlief langsamer. In
Zellkulturen verhinderte IGF-1 in physiologischen Konzentrationen die Vermehrung des
AIDS-Virus (Germinario et al., 1995).

Bruckmaier et al. (1993) konnten dagegen keine therapeutische Wirkung von intramammaéren
IGF-1-Infusionen bei E.-coli-Endotoxin-Mastitiden feststellen. Es wére analog zu den
Mausversuchen von Fukushima et al. (1999) zu {iberpriifen, ob eine Behandlung mit IGF-1
vor der Infektion einen Schutzeffekt hat. Momentan kann aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse nur vermutet werden, daB die erhohten IGF-1-Konzentrationen in den an
mastitiskranke Viertel angrenzenden Driisenkomplexen eine Schutzwirkung auf die Zellen

dieser Viertel ausiiben konnten.
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5.3  Schluf¥folgerung

Das in der Milch nachweisbare IGF-1 stammt in wechselnden Anteilen aus dem Blut (Prosser
et al., 1987) und aus lokaler Produktion im Eutergewebe (Campbell et al., 1991). Dariiber
hinaus scheint es von den Leukozyten im Euter und in der Milch produziert zu werden (Liebe
und Schams, 1998).

Ein schiitzender Einflul von IGF-1 auf Zellverbdnde wurde von Fukushima et al. (1999) bei
Maiusen nachgewiesen. Die erhohten IGF-1-Mittelwerte in Vierteln, die besonders exponiert
gegeniiber Umweltreizen sind (Hinter- und einem entziindeten benachbarte Euterviertel)
beziehungsweise zu Zeiten erhohter Belastung fiir das Euter oder den Gesamtorganismus
(gegen Ende der Laktation und der Tréachtigkeit) sprechen fiir eine Schutzfunktion des IGF-1
auch im Euter und/oder eine Beteiligung an Heilungsprozessen im Gewebe. Fraglich ist, ob
die fiir Milchproben mit euterpathogenen Keimen errechneten niedrigen Mittelwerte eine
Voraussetzung oder eine Folge dieser Besiedlung sind, wobei ersteres ein weiterer Hinweis
auf die Schutzfunktion dieses Zytokins wire.

Aufgrund der nachgewiesenen zahlreichen EinfluBfaktoren auf die IGF-1-Konzentrationen ist
deren individuelle Schwankungsbreite sehr grofl. Absolute Grenzwerte zwischen
»physiologischen* und ,,pathologischen* Konzentrationen werden kaum bestimmbar sein, der
diagnostische und prognostische Wert dieses Wachstumsfaktors ist deswegen &dullerst
vorsichtig zu beurteilen.

Die weitere Uberpriifung des Schutzpotentials des IGF-1 erscheint trotzdem weiterhin
lohnend. Auch neue Erkenntnisse iiber die IGFBP und die stattfindenden Interaktionen
ermoOglichen immer genauere Einblicke in die vielfdltigen Funktionen dieses Zytokins und
geben AufschluBl iiber die entscheidenden Vorginge und Regelungen im Verlaufe einer

Euterentziindung.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Ermittlung der IGF-1-Konzentrationen in der
Milch eutergesunder und mastitiskranker Kiithe aus unterschiedlichen Herden mit einem
validierten MeBverfahren (Radioimmuntest mit funktioneller Abtrennung der IGF-
Bindungsproteine), um eine Datengrundlage tiber IGF-1-Werte in der Kuhmilch zu erarbeiten.
Anschliefend sollte der EinfluB physiologischer sowie pathologischer Faktoren auf die
IGF-1-Konzentration in der Milch untersucht werden.

Dazu wurden die Daten von 5040 Viertelanfangsgemelksproben von 498 Kiihen statistisch
ausgewertet. Die Proben waren im Rahmen einer Feldstudie von Mai—Dezember 1998 auf
acht landwirtschaftlichen Betrieben in Schleswig-Holstein gezogen worden. Dabei wurden
gleichzeitig Daten iiber das Herdenmanagement und die Gesundheit der Tiere gesammelt.
2664 Proben stammten von rotbunten, 2376 von schwarzbunten Kiihen. Der Einfluf3 der
Rasse auf die IGF-1-Konzentration erwies sich als nicht signifikant (F-Test: p > 0,1).
Statistisch signifikant war der EinfluB der physiologischen Faktoren Herdensaison,
Euterviertel, Laktationsnummer und -abschnitt, somatische Zellzahl, Leistungsklasse und
Trachtigkeitsstadium. Als pathologische Faktoren iibten erhohte Zellzahlen und
bakteriologischer Befund signifikante Einfliisse aus.

In der Friihlaktation (Laktationstag 5 bis 80) wurden signifikant hohere IGF-1-
Konzentrationen gemessen als in der Hochlaktation. In der Spitlaktation (ab Laktationstag
241) stiegen sie wieder signifikant an. Dabei nahmen die IGF-1-Mittelwerte mit steigendem
Alter, ausgedriickt durch die Laktationsnummer der Kiihe (Laktationsnummer 1, 2 und > 3),
signifikant zu.

Fiir Proben von Kiihen mit einer durchschnittlichen Milchleistung iiber 20 kg/Tag wurden
signifikant niedrigere IGF-1-Mittelwerte berechnet als fiir Proben von Kiihen, die bis zu 20 kg
Milch pro Tag gaben.

Von 388 Kiihen lagen gesicherte Angaben tiber ihren Triachtigkeitszustand vor. In Proben von
Kiihen, die ldnger als 200 Tage tragend waren, wurden signifikant hohere IGF-1-
Konzentrationen gemessen als in Proben von nicht oder kiirzer tragenden Tieren. Die
niedrigsten Werte fanden sich in Milchproben von Kiithen zwischen dem 35. und 100. Tag der

Tréachtigkeit, sie waren auch im Vergleich zu nicht tragenden Tieren signifikant erniedrigt.
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In 23,1 % der ausgewerteten Milchproben konnten euterpathogene Keime nachgewiesen
werden. Koagulase-negative Staphylokokken lagen in 70,8 % der bakteriologisch positiven
Proben vor, in 16,6 % SC. uberis, 8,3 % enthielten koagulase-positive Staphylokokken, 2,9 %
. dysgalactiae und 1,4 % Sc. agalactiae. Proben, die mit mehr als einem euterpathogenen
Keim infiziert waren, wiesen signifikant niedrigere IGF-1-Mittelwerte auf als Proben ohne
Infektion beziehungsweise Proben mit koagulase-negativen Staphylokokken. Die Korrelation
zwischen den IGF-1-Mittelwerten und dem Vorliegen beziechungsweise nicht Vorliegen eines
euterpathogenen Keimes in der Probe betrug r = +0,11.

Zwischen IGF-1-Konzentration und Zellzahl einer Milchprobe konnte ein linearer
Zusammenhang nachgewiesen werden. Die Korrelation zwischen logarithmierten IGF-1-
Werten und LSCS wurde mit r = +0,41 berechnet. Beim Vergleich der Mittelwerte der
unterschiedlichen Zellzahlklassen fanden sich statistisch signifikante Unterschiede bereits ab
einer Zellzahl von 50.000/ml, also noch im physiologischen Bereich.

Der Gesundheitszustand der anderen Viertel eines Euters beeinfluflte die in einem gesunden
Viertel meBbaren IGF-1-Konzentrationen signifikant. Die niedrigsten IGF-1-Mittelwerte
wurden fiir gesunde Viertel in gesunden Eutern berechnet. Wurde in einem der Viertel eines
Euters erhohte Zellzahlen in Kombination mit einer Infektion mit einem Mastitiserreger
nachgewiesen, so waren die IGF-1-Mittelwerte der Milchproben aus den noch gesunden
Viertel dieses Euters signifikant erhdht.

Die erhohten IGF-1-Mittelwerte, die in besonders exponierten Vierteln oder zu Zeiten
erhohter Belastungen fiir den Gesamtorganismus nachweisbar sind, lassen neben einer
Beteiligung an Heilungsprozessen eine Schutzfunktion des IGF-1 fiir das Eutergewebe

vermuten.
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7 Summary

Influences on the concentrations of IGF-1in bovine milk —afield study

A thoroughly validated radioimmunoassay with functional separation of IGF-1 from IGFBP
was used to measure IGF-1 concentrations in quarter foremilk samples, which had been
collected monthly on eight farms in Schleswig-Holstein, Germany, from May to December
1998. Data concerning heard management and health status had been collected as well.

The objective of the investigation was to determine IGF-1 concentrations in milk samples of
cows from different herds, and of different health status of the udder. The resulting data pool,
containing the results of 5040 milk samples from 498 cows, made it possible to identify
physiological and pathological parameters affecting the IGF-1 content of milk.

2664 milk samples were from Red Holstein, 2376 from Holstein cows. The influence of breed
on the IGF-1 content was not significant (F-Test: p > 0,1). The physiological parameters herd
x season, quarter of the udder, number and stage of lactation, somatic cell count, class of milk
yield and stage of gestation had a significant influence on the concentration of IGF-1 in milk.
The pathological parameters that had a significant influence were high somatic cell counts and
bacteriological status.

In early lactation (day five to eighty) the measured IGF-1 contents were significantly higher
than in the middle of lactation and rose again significantly in late lactation, which is after day
240.

Milk of primiparous cows had the lowest IGF-1 contents. The contents rose significantly with
the number of lactation (1, 2, >3).

Cows with a mean milk yield of more than 20 kg/day had significantly lower IGF-1-
concentrations than cows whose mean daily milk yield was less than 20 kg.

Millk IGF-1 levels were also shown to depend on the stage of pregnancy. Among a total of
388 cows, which were verified to be pregnant during sampling, the lowest IGF-1 levels were
found in cows 35 to 100 days post coitum (dpc), even compared to non-pregnant cows. Milk
of cows more than 200 dpc contained significantly more IGF-1 than milk of cows less than
200 dpc and of non-pregnant cows. Further, an interaction between the state of pregnancy and

the state of lactation could be demonstrated.
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Mastitis pathogens were found in 23.1 % of samples. 70.8 % of positive samples contained
coagulase-negative staphylococci, 16.6 % were infected with Sc. uberis, 8.3 % with
coagulase-positive staphylococci, 2.9 % Sc. dysgalactiae, 1.4 % Sc. agalactiae. Samples that
were infected with more than one mastitis pathogen had significantly lower IGF-1 contents
than samples with no bacterial infection or samples with coagulase-negative staphylococci.

A linear correlation of r = +0.41 could be shown between IGF-1 concentration and somatic
cell count.

Health status of the adjacent udder quarters had a significant influence on the IGF-1 content
of samples collected from healthy quarters. If one of the quarters of an udder had a SCC
greater than 100.000/ml in combination with an infection with a mastitis pathogen, IGF-1
contents rose significantly in the milk of still healthy quarters of this udder. Lowest IGF-1
contents were measured in samples of healthy quarters from healthy udders.

In quarters that were especially exponated to environmental stress as well as during times of
risen demands on the cow’s organism, higher IGF-1 contents had been measured in the milk.
This points to a protective function of IGF-1 in the udder as well as to the participation of

IGF-1 in healing processes.
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Anhang

9 Anhang

Stabilitatsnachweis des | GF-1 in gelagerten Milchproben

In Vorversuchen wurde die Stabilitdét des IGF-1 in Milchproben mit und ohne
Konservierungsmittel (0,18 g Borsaure) bei verschiedenen Lagerungstemperaturen (10 °C und
25 °C) Uberpruft. Die Mef3ergebnisse sind in Abbildung 9.1 dargestellt.
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Abbildung 9.1: Stabilitét von IGF-1- in Milchproben mit und ohne Konservierungsmittel
bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen.
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Anhang

Verlauf der | GF-1-Konzentrationen bel individudlen Kiihen

Im folgenden sollen beispielhaft die Verénderungen der in den Viertelanfangsgemel ksproben
gemessenen |GF-1-Konzentrationen, der Zellzahlen und evtl. bakteriologischer Befunde bel
zwei Kihen unterschiedlichen Alters dargestellt werden, die im Untersuchungszeitraum
mehrmals beprobt wurden. Zusétzlich werden eventuelle Erkrankungen und/oder
Behandlungen in diesem Zeitraum aufgefihrt. Von jeder Kuh werden zuerst die
Ergebnisdiagramme der beiden Vorder-, dann die Diagramme der Hinterviertel dargestellt.

1 Kuh ,, Ubd*

Rasse: Deutsche Holstein, Farbrichtung Rot Betriebsnummer: 7
Geburtsdatum: 03.12.94 Letzte Kalbung: 26.06.1998
L aktationsnummer: 2
Besondere Beobachtungen: 04.09.1998 Besamung
12.10.1998 akute Mastitis hinten links, antibiotisch behandelt
13.10.1998 akute Mastitis hinten links, antibiotisch behandelt
In ,Ubels* rechten Hinterviertel waren im August koagulase-negative Staphylokokken nach-
weishar, ohne dal3 gleichzeitig eine Zellzahlerhthung vorlag (54.000/ml). Diein dieser Milch-
probe gemessenen |GF-1-K onzentrationen waren hoher als in den anderen Vierteln. Im Sep-
tember zeigte ,,Ubel“ auf alen vier Vierteln normale Sekretion und 1GF-1-Konzentrationen
unter 2 ng/ml. Im Oktober wurden, 15 Tage nach einer akuten Masdtitis hinten links, die anti-
biotisch behandelt worden war, in den beiden Hintervierteln 1GF-1-Konzentrationen knapp
unter 5 ng/ml gemessen. Zu diesem Zeitpunkt lagen die Werte in den Vordervierteln unter
2 ng/ml. Die Zdllzahlen in allen vier Vierteln lagen unter 30.000/ml. Im November stieg die
Z€ellzahl im linken Hinterviertel auf Gber eine Million, ohne dai jedoch ein Erreger nachge-
wiesen werden konnte. Die IGF-1-Konzentration betrug nur in diesem Viertel mehr als
2 ng/ml. Im Dezember war die Zellzahl hier wieder auf 907.000/ml zuriickgegangen, in den
Vordervierteln waren Keime nachweisbar. Im rechten Vorderviertel lagen CPS vor mit
gleichzeitiger Zellzahlerhdhung auf Uber 2 Millionen und einer 1GF-1-Konzentration knapp
Uber 2 ng/ml, vorne links CNS mit einer Zellzahl unter 40.000/ml und einem IGF-1-Wert
unter 1,5 ng/ml (Abbildungen 9.2 —9.5).
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Abbildung 9.2: Kuh ,Ube“, rechtes Vorderviertel (VR): IGF-1-Konzentrationen, Zellzah-
len und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum (5 Probennahmen)
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Abbildung 9.3: Kuh ,Ube", linkes Vorderviertel (VL): IGF-1-Konzentrationen, Zellzahlen
und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum (5 Probennahmen)
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Abbildung 9.4: Kuh ,Ubel*, rechtes Hinterviertel (HR): IGF-1-Konzentrationen, Zellzahlen
und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum (5 Probennahmen)

45 - -+ 2000
£ 4 - /\ A + 1800
B2 E 3,5 RN + 1600 _
2 ox \ + 1400 &
55 5= 34 . §
=3¢ % ' . + 1200 <
£a J‘FB, g ) ~ / / \‘ -+ 1000 =
<+ 8 a5 : 80 g
6828 15 ' o0 N
% < 4 14 / 400 T
1l . T
o
S 0,5 - Y -+ 200
0 e—-r—— . ——+0
27.08.98 30.09.98 28.10.98 24.11.98 18.12.98
62 9% 124 151 175
\Y; | | I i

Datum der Probennahme, L aktationstag, Gesundheitsgruppe K uh

|——HL IGF-1 HL BU —® =HL Zellzahl |

Abbildung 9.5: Kuh ,,Ubd“, linkes Hinterviertel (HL): 1GF-1-Konzentrationen, Zellzahlen
und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum (5 Probennahmen)
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Anhang

2 Kuh , Tina"

Rasse: Deutsche Holstein, Farbrichtung Rot Betriebsnummer: 1
Geburtsdatum: 14.02.1994 Letzte Kalbung: 12.04.1998
Laktationsnummer: 3
Besondere Beobachtungen: 05.06., 25.08., 23.09.1998 Besamung

04.08.1998 Brunst

10.09.1998 Lahmheit

10.11.1998 Trachti gkeitsuntersuchung, nicht tragend
, 11iN&* hatte im Juni in der Milch aller Viertd 1GF-1-Konzentrationen Uber 5,5 ng/ml. Die
Zellzahlen waren extrem niedrig (9.000 — 11.000/ml), nur im linken Hinterviertel waren
196 000 Zellen pro ml Milch mef3- und koagulase-negative Staphylokokken nachweisbar. Im
August fielen die Zellzahlen in diesem Viertel auf 84.000/ml, wobel die CNS immer noch
nachweisbar waren und nun auch im rechten Hinterviertel nachgewiesen werden konnten. Die
IGF-1-Werte sanken in alen vier Vierteln unter 3 ng/ml. Im September waren die
Staphylokokken nur noch im linken Hinterviertel nachweisbar. Im November stieg die
Zéllzahl hinten rechts auf 373.000/ml, die IGF-1-Konzentrationen in diesem Viertel und im
rechten Vorderviertel lagen bei 28,12 bzw. 13,23 ng/ml. Im linken Vorderviertel waren
Zellzahlen von 141.000/ml mef3bar, die IGF-1-Werte blieben hier und in der Probe des linken
Hinterviertels unter 10 ng/ml. Keime waren in keinem Viertel nachweisbar (Abbildungen
9.6-9.9).
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Abbildung 9.6: Kuh ,Tina*, rechtes Vorderviertel (VR): IGF-1-Konzentrationen, Zell-
zahlen und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum (6 Probennahmen)
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Abbildung 9.7: Kuh , Tina", linkes Vorderviertel (VL): IGF-1-Konzentrationen, Zellzahlen
und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum (6 Probennahmen)
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Abbildung 9.9: Kuh , Tina‘, linkes Hinterviertel (HL): IGF-1-Konzentrationen, Zellzahlen
und Gesundheitsgruppe im Probennahmezeitraum (6 Probennahmen)
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