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Einleitung

1 Einleitung

Euterentzindungen  verursachen hohe  wirtschaftliche Verluste in der
Milcherzeugung. Die durch klinische Mastitiden verursachten Kosten veranschlagen
HOEDEMAKER et al. (2007) mit durchschnittlich 75-150,- Euro pro Kuh und Jahr.
Spat erkannte subklinische Erkrankungen fuhren zu hohen Leistungseinbuf3en und
damit zu weiteren wirtschaftlichen Verlusten. Von der Einfihrung der Automatischen
Melksysteme (AMS) Anfang der 90er Jahre wurde eine verbesserte Eutergesundheit
auf Herdenbasis und somit eine Steigerung der Milchqualitdt erwartet. Diese

Erwartungen wurden bisher nicht erfullt.

Die Eutergesundheit wird u. a. durch eine adaquate Immunitdt des Euters
sichergestellt. Steigerungen der Euterimmunitat flihren zu einer Verbesserung der
Eutergesundheit (SMITH et al., 1997). Die unspezifischen Abwehrmechanismen,
besonders die Phagozytose von eindringenden Keimen durch Polymorphkernige
Neutrophile (PMN), spielen hierbei eine zentrale Rolle (PAAPE et al., 2002, 2003).
Durch Stoffwechselstérungen der Hochleistungsmilchkuh in der Frihlaktation kann
es zur Beeintrachtigung der Abwehrvorgange des Euters kommen (LESLIE et al.,
2000; SURIYASATHAPORN et al., 2000; BURVENICH et al., 2007).

Trotz  zahlreicher Studien, die sich mit Zusammenhangen zwischen
Stoffwechselerkrankungen von Hochleistungsmilchkihen im peripartalen Zeitraum
einerseits und Sekundarerkrankungen, wie u. a. Mastitis, andererseits befasst haben,

sind nach wie vor viele Fragen ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Zusammenhange zwischen verschiedenen
Stoffwechselparametern sowie dem Auftreten einer Mastitis im peripartalen Zeitraum
und unspezifischen Abwehrmechanismen des Euters genauer untersucht werden.
Fiar die Charakterisierung der unspezifischen Abwehrvorgange des Euters werden
die Parameter ,Phagozytose der Milchzellen®, ,Lysozymkonzentration des

Milchserums® und ,Differentialzellbild der Milch“ herangezogen.

Mdgliche Einflisse des verwendeten Melksystems (Melkstand vs. AMS) werden

berucksichtigt.
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2 Literatur
2.1 Anatomie und Physiologie der laktierenden Milchdriise
2.1.1 Morphologie

2111 Anatomie

Bei der Milchdrise (Mamma) handelt es sich um eine modifizierte Schweil3drise, die
embryonal beim weiblichen und mannlichen Geschlecht gleichermallen angelegt
wird. Nur beim weiblichen Geschlecht kommt es in der Pubertat und Graviditat
aufgrund Hormoneinwirkung zur vollstandigen Entwicklung (SMOLLICH u. MICHEL,
1992). Eine Druseneinheit mit Zitze wird zusammen als Mammarkomplex
bezeichnet. Das Rindereuter besteht aus vier Mammarkomplexen, je zwei vollstandig
voneinander getrennten Vorder- bzw. Bauchvierteln und Hinter- bzw.
Schenkelvierteln (KOCH u. BERG, 1993; GEYER, 2005).

Die Haut des Euters ist dinn, meistens unpigmentiert und nur fein behaart. Die
Zitzenhaut ist unbehaart und runzlig. Die rechten Viertel sind von den beiden linken
durch einen Sulcus intermammarius getrennt. Das Euter ist durch einen eigenen
Aufhangeapparat (Apparatus suspensorius mammarius) befestigt, der von der tiefen
Rumpffaszie (Fascia trunci profunda) ausgeht. Diese entsendet mehrere Platten
(Laminae mediales und laterales), die sich wiederum in mehrere Blatter (Laminae
suspensoriae) aufspalten und in den Drusenkorper einstrahlen (DYCE et al., 1991;
BRAGULLA und KONIG, 2004).

Die Zitzen (Papillae mammae) befinden sich jeweils in der Mitte eines
Drisenkomplexes und haben eine Lange von 5-10 cm und eine zylindrische Form.
Die Zitzen des Rindes besitzen nur je eine Offnung (Zitzendffnung,
Strichkanaloffnung, Ostium papillare) mit einem Durchmesser von 2-3 mm. Diese
Offnung miindet in den ca. 1 cm langen und 1-4 mm weiten Strichkanal (Ductus
papillaris), der sich weiter proximal zu einem Hohlraum, der sog. Zitzenzisterne (Pars
papillaris), erweitert. Zitzenzisterne und Strichkanal sind durch eine sternformige
Ansammlung von Schleimhautlangsfalten (Furstenbergsche Rosette) voneinander
getrennt (DYCE et al., 1991; KOCH u. BERG, 1993; HABERMEHL, 1996). An der
Zitzenbasis befindet sich wiederum eine Schleimhautringfalte, die von einer
ringformigen Vene durchzogen ist (Furstenbergscher Venenring). Proximal dieses

Venenrings befindet sich der Driusenteil der Zisterne (Sinus lactiferus), ein vom
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Drisengewebe umgebener Hohlraum, in den die ca. 8-12 milchfiUhrenden
Milchgange (Ductus lactiferi) minden. Diese spalten sich in der Tiefe des
Drisengewebes wiederum in zahlreiche kleinere Milchgange auf (KOCH u. BERG,
1993).

2.1.1.2 Histologie

Die Milchdruse wird als sog. Stapeldrise bezeichnet, die als eine zusammengesetzte
tubulése Drise mit verzweigten, alveolaren Endstlcken aufgebaut ist (LIEBICH et
al., 2004). Eine Driseneinheit setzt sich aus drei Untereinheiten zusammen: den
Alveolen, den Milchgangen (Ductus lactiferi) und der Zisterne (Sinus lactifer)
(MOSIMANN u. KOHLER ,1990; MICHEL, 1994; LIEBICH et al., 2004).

Die Alveolen sind der eigentliche Ort der Milchproduktion. Sie sind mit einem
einschichtigen Epithel ausgekleidet, dessen Hohe je nach Flllungszustand variiert. In
entleerten Alveolen ist das Epithel zylindrisch bis hochprismatisch, im gefullten
Zustand mehr oder weniger niedrig bis abgeplattet. Auch die Bildung und Sekretion
der Milchinhaltsstoffe sorgt flr eine Formveranderung der Zellen (SMOLLICH u.
MICHEL, 1992; MICHEL, 1994; LIEBICH et al.,, 2004; GEYER, 2005). Zwischen
Drisenzellen und Basalmembran sind Myoepithelzellen (Korbzellen) netzartig
eingeschoben, welche die Funktion glatter Muskelzellen erfullen und durch ihre
Kontraktion die Alveolen verengen und so ihre Entleerung bewirken. Sie besitzen
Oxytocin-Rezeptoren auf ihrer Oberflache, auf deren Reizung hin sie sich
kontrahieren (MOSIMANN u. KOHLER, 1990; SMOLLICH u. MICHEL, 1992;
LIEBICH et al., 2004; GEYER, 2005).

Die Alveolen entleeren das Sekret in die kleineren intralobularen Milchgange. Diese
werden wiederum zu kleinen interlobularen, jeweils mit einschichtigem Epithel
ausgekleideten Milchgangen, um sich dann zu groRen interlobularen Milchgangen
(Ductus lactiferi) zu vereinigen. Je Mammarkomplex munden jeweils 8—-12 solcher
Milchgange in den Drisenteil der Zisterne. Die grof3en interlobularen Milchgange und
die Zisterne sind mit einem zweischichtigen Epithel ausgekleidet. Weiterhin besitzen
sie ebenfalls Myoepithelzellen und zusatzlich glatte Muskulatur. Der Strichkanal,
beim Rind ca. 10 mm lang, ist mit einer verhornten kutanen Schleimhaut

ausgekleidet. Sie stellt eine wichtige Barriere gegen das Eindringen von
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Infektionserregern dar (MICHEL u. SCHULZ, 1987; SMOLLICH u. MICHEL, 1992;
LIEBICH et al., 2004; GEYER, 2005).

Das interstitielle Bindegewebe der Milchdruse ist v. a. bei trockenstehenden Tieren
oder bei Tieren mit geringer Milchleistung kraftig ausgebildet. Solche Euter fuhlen
sich grobknotig und derb an und werden als Fleischeuter bezeichnet. Bei gesunden
Eutern mit hoher Milchleistung ist das Bindegewebe sehr fein. Es ist zellarm und
besteht in der Hauptsache aus kollagenen, It. MOSIMANN und KOHLER (1990) auch
aus elastischen Fasern und beinhaltet wenige glatte Muskelzellen. Bei jungen und
trockenstehenden Rindern sind aulRerdem grolRe Fettzellen im Interstitium
vorhanden. Das Bindegewebe unterteilt das Drusengewebe in mehrere Lappchen
(interlobulares Bindegewebe) und fuhrt GefalRe und Nerven. Es spaltet sich in das
sog. intralobulare Bindegewebe auf, welches sehr fein ist und die Endalveolen
korbartig umfasst (MICHEL, 1994; LIEBICH et al., 2004).

2.1.2 Somatische Zellen in der Milch

21.2.1 Zellgehalt

Die Zellzahl der Milch eines gesunden Euters befindet sich bei unter 100.000/ml
(DVG, 2002). Wahrend einer bakteriellen Mastitis kann der SCC (Somatic cell count)
dagegen innerhalb weniger Stunden bis auf Uber 1.000.000 Zellen/ml ansteigen
(HOEDEMAKER et al., 2007). Nicht nur Infektionen tragen zu einer Erhdohung der
Zellzahl bei: durch verschiedene Stressfaktoren, unterschiedlich langes Melkintervall
und individuellen Schwankungen (Rasse, Alter, Laktationsstadium) kann es zu
erhohten Zellzahlen in der Milch kommen. Bei kurzeren Zwischenmelkzeiten kommt
es z. B. zu héheren Zellzahlen als bei einem Melkintervall von 12 Stunden (HAMANN
u. GYODI, 2000).

2.1.2.2 Zellarten, Differentialzellbild

In der ,normalen® Laktationsmilch eines gesunden Euters kommen hauptsachlich vier
verschiedene Zellarten vor: Makrophagen, polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PMN), Lymphozyten und in geringer Anzahl Epithelzelllen. Je nach
Laktationsstadium, Melkfraktion und Gesundheits- bzw. Immunstatus kann es zu

betrachtlichen Schwankungen der Zusammensetzung kommen, auch individuelle
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Unterschiede kommen vor (KEHRLI u. SHUSTER, 1994; ZECCONI u. SMITH, 2000;
SARIKAYA et al., 2006). MIELKE (1994) beschreibt auRerdem das Vorkommen von

.Speziellen Zellen* bei Eutererkrankungen, den Riesenzellen, Plasmazellen,

Monozyten, Epitheloidzellen, Lymphoblasten, Mastzellen, eosinophilen und

basophilen Granulozyten und Epithelzellen. Die Ergebnisse vergangener Studien, die
sich mit dem Differentialzellbild in der Milch beschaftigten, sind sehr unterschiedlich
(Tab. 1). Fur ausfuhrliche Literatur zum Differentialzellbild in der Milch wird auf die

Dissertationen von SCHRODER (2003) und RANKL (2004) verwiesen.

Tab. 1: Differentialzellbild der Milch (%)

. Makro- | Lymphozyten | PMN | Epithelzellen
Autor Laktations- | phagen ymphozy P
zeitpunkt (%) (%) (%) (%)
LEE et al. umittelbar p.p. 31,0 4.0 65,0 O**
(1980) Hochlaktation 79,2 16,0 3,0 1,8
PAAPE et al. k. A. 60,0 28,0 10,0 2,0
(1981)
KURZHALS k. A. 63,0 2,0 34,0 2,0
et al. (1985)
MILLER et 2 33,0 16,5 39,4 10,8
al. (1991) 8 Wop.p. 36,9 22,0 21,5 19,6
11 34,0 23,9 26,2 16,2
LEITNER et | Hochlaktation 13,0 11,0 29,0 45,0
al. (2000)
PILLAIl et al. | Spatlaktation k. A. k. A. 17,0— k. A.
(2001) 25,0
DOSOGNE k. A. 10,0 58,0 28,0 K. A.
et al. (2003)
SCHRODER k. A. 39,0 25,0 34,0 K. A.
(2003)
RANKL 20.-90. 37,0 20,3 41,2 1,5
_ (2004) Laktationstag
Epithelzellen ductalen Ursprungs ; k. A. = keine Angabe
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2.1.3 Infektionsabwehr der Milchdrise

Das Rindereuter besitzt eine Vielzahl von Abwehrmechanismen gegen

Infektionserreger. Man unterscheidet hierbei die:

e unspezifische Abwehr

= anatomische Abwehrmechanismen
= zellulare Abwehrmechanismen

= humorale Abwehrmechanismen
o spezifische Abwehr.

Bei einer Euterinfektion kommen als erstes unspezifische Abwehrmechanismen zum
Einsatz, um im Verlauf der Infektion teilweise von der spezifischen Abwehr abgelost
zu werden, beide Arten laufen aber auch parallel ab. Die unspezifischen
Abwehrmechanismen werden innerhalb weniger Stunden aktiviert. Aus diesem
Grund spielen sie die grote und wichtigste Rolle in der Infektionsabwehr des
Rindereuters (SORDILLO et al., 1997).

2.1.3.1 Anatomische Abwehrmechanismen

Die anatomischen Abwehrmechanismen zahlen zur unspezifischen Abwehr der

Milchdrise.

2.1.3.1.1 Zitzenbarriere

Die Haupteintrittspforte fur Infektionserreger in das Euter ist die Strichkanal6ffnung
am Zitzenende. Aus diesem Grund spielt der Strichkanal als erste Barriere eine
wichtige Rolle in der Abwehr der Milchdrise.

In der Wand des Strichkanals befindet sich ein SchlieBmuskel (M. sphincter
papillaris), der einen festen Verschluss der Zitze garantiert, (MICHEL u. SEFFNER,
1975; WENDT et al., 1994; KEHRLI u. HARP, 2001; SORDILLO u. STREICHER,
2002). Doch mit Selektion auf gute Melkbarkeit nimmt die Festigkeit des
SchlieBmuskels der Zitze ab, wodurch der Verlust dieser wichtigen Barriere durch

bessere Melkhygiene sowie weitere Abwehrmechanismen ausgeglichen werden
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muss (SENFT u. NEUDECKER, 1991). Auch die Weite des Strichkanals korreliert mit
der Mastitisanfalligkeit (WENDT et al., 1994). Nach MCDONALD et al. (1970) betrug
der Durchmesser des Strichkanallumens mastitisanfalliger Kiihe durchschnittlich 1,0—
1,25 mm, wahrend er bei Kiihen ohne Mastitis lediglich 0,4-0,55 mm mal3.

Des Weiteren kommt auch dem Spuleffekt der Milch durch das Melken oder durch
das Saugen des Kalbes eine nicht unerhebliche Schutzfunktion zu. Durch den nach
aullen gerichteten Milchstrom werden Erreger, die sich im Strichkanal befinden,
herausgespult (NICKERSON, 1985; WENDT et al., 1994).

Das Stratum corneum des Strichkanalepithels sondert Keratin (Strichkanalkeratin,
SKK) ab, welches durch wachsartige Konsistenz (Bakterien bleiben hangen) eine
mechanische Behinderung fur den Eintritt moglicher Infektionserreger darstellt
(SENFT u. NEUDECKER, 1991). Das SKK beinhaltet verschiedene gesattigte und
ungesattigte Fettsdauren und Proteine, die aufgrund bakteriostatischer bzw.
bakterizider Eigenschaften zur Barrierefunktion beitragen.

In den Studien von SENFT et al. (1990a,b) wurde gezeigt, dass den Proteinen des
SKK’s eine deutliche Schutzfunktion zukommt, wogegen die Lipide nur begrenzt

bakteriostatisch wirksam sind.

2.1.3.1.2 Milchdrisenepithel

Dem Milchdrisenepithel kommt ebenfalls eine gewisse Schutzfunktion zu. Da das
Epithel der Zisterne und der groRen Milchgange zweischichtig ist und einen
geschlossenen Zellverband darstellt, besitzt es eine hohe Stabilitat. Auch das
Alveolarepithel stellt einen geschlossenen Zellverband dar, da die Zellen Uber
SchluB¥leisten und Desmosomen innig miteinander verbunden sind. Durch die
geringe Anzahl Mitosen kommt es hier zu einer hohen Gewebestabilitat. Erst durch
intensive lrritation wird das Epithel geschadigt. Dabei kommt es zu einer vermehrten
Durchlassigkeit der Blut-Milch-Schranke und einer verstarkten Migration von
Blutzellen, dem ersten Anzeichen einer entzindlichen Reaktion des
Milchdrisengewebes (WENDT et al., 1994).
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2.1.3.2 Zellulare Abwehrmechanismen
2.1.3.2.1 Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMN)

2.1.3.2.1.1 Allgemeines

Die Polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten (Polymorph Mononuclear
Neutrophil — PMN) der Milch spielen in der Abwehr des laktierenden Euters eine
bedeutende Rolle. Als potente Phagozyten sind sie eine der ersten immunologischen
Faktoren der Milchdrise, die bei einer intramammaren Infektion eingreifen, um
eindringende Krankheitserreger zu eliminieren (PAAPE et al., 2002). Sie entstammen
ursprunglich dem Knochenmark und gelangen auf dem Blutweg oder durch Migration
durch Gewebe in das Euterparenchym (PAAPE et al., 1979). Bei einer Infektion
kommt es durch Freisetzung von Entzindungsmediatoren und durch Lockerung des
Epithelzellverbands zu einem massenhaften Einstrom von PMN ins Euter, der ihren
Anteil an der Gesamtleukozytenfraktion bis auf >90 % ansteigen lassen kann
(PAAPE et al.,, 1979; NICKERSON, 1985; WENDT et al.,, 1994; RIOLLET et al.,
2001; SORDILLO u. STREICHER, 2002).

Der Gehalt an PMN in verschiedenen Milchfraktionen wurde ebenfalls untersucht:
VANGROENWHEGE et al. (2002) und SARIKAYA et al. (2005) fanden einen
erhdohten Gehalt an PMN im Restgemelk, woraus geschlossen wurde, dass sich die
meisten aktiven PMN in den Alveolen befinden.

Die PMN verdanken ihren Namen ihrem Kern, der mehrere Lobuli besitzt und seine
Form verandern kann. Um z.B. eine schnelle Migration auch durch enge
Zellverbande wie Endothelien zu gewahrleisten, kann sich der Zellkern zu einem
dinnen, langlichen Gebilde umwandeln (PAAPE et al. 2002). Sie sind 4-9 ym grof3
und konnen sich amoboidartig fortbewegen (WENDT et al., 1994).

Die PMN besitzen drei verschiedene Arten Granula:

e azurophile (primare) Granula
e spezifische (sekundare) Granula

e neuartige” (tertiare) Granula.

Diese dritte Art der Granula kommt nur in bovinen PMN vor und macht den Grofteil
der Granula aus. Sie sind dichter und grof3er als die anderen beiden Granula-Arten

und beinhalten  kationische Proteine, sauerstoffunabhangige bakterizide



Literatur

Komponenten und Laktoferrin (GENNARO et al.,, 1983). Die primaren Granula
beinhalten u. a. Myeloperoxidase und weitere hydrolytische Enzyme wie saure
Phosphatase und Lysozym. In den sekundaren Granula kommen hauptsachlich
Lysozym und Laktoferrin vor (GENNARO et al., 1983; ZECCONI et al., 1994).

Die PMN sind von einer Plasmamembran umgeben, die mehrere Rezeptoren besitzt,
die fur die Fortbewegung und Funktion der PMN wichtig sind (PAAPE et al. 1996;
PAAPE et al., 2002). Adhasionsmolekule unterstutzen die Adhasion an Epithelzellen
und somit die Migration der Zellen (KISHIMOTO et al., 1989; ZIMMERMANN, 1992;
PAAPE et al.,, 2003). Weitere Rezeptoren binden an das Fc-Komponent einiger
Imunglobulinklassen und den Komplementfaktor C3b, um die Phagozytose von
Keimen zu stimulieren (PAAPE et al., 1979).

2.1.3.2.1.2 Migration

Bei den bei einer Mastitis vorkommenden PMN in der Milch handelt es sich um meist
reife Leukozyten, die ursprunglich dem Knochenmark entstammen und nach kurzer
Zirkulation im Blut (marginaler und zentraler Pool) entlang eines chemotaktischen
Gradienten in das entziindete Gewebe auswandern, um dort fir 1-2 Tage als
Phagozyten zu agieren (CRAVEN u. WILLIAMS, 1985; PAAPE et al.,, 2002;
RAINARD u. RIOLETT, 2003). Nur bei hgr. Entzindungen kann es vorkommen, dass
der Organismus auf den Speicher im Knochenmark zurtickgreifen muss, woraufhin
sich dann zusatzlich unreife PMN-Stadien in der Milch befinden (PAAPE et al.,
1974). Je starker die Entzindung und die Intensitat der chemotaktischen Agenzien,
desto mehr PMN werden mobilisiert (PAAPE et al., 2003).

Wichtige Entzindungsmediatoren sind Interleukine (IL-1, [L-2, IL-8), die
Komplementkomponenten C3 und Cb5a, Tumornekrosefaktor (TNF) und
Lipopolysaccharide (LPS). Sie werden von Makrophagen und Epithelzellen des
Milchdrisengewebes, welche zuvor durch eindringende Erreger aktiviert wurden,
produziert und sezerniert (RAINARD u. RIOLETT, 2003). Auf der Plasmamembran
der PMN befinden sich bestimmte Rezeptoren, an die die Entzindungsmediatoren
binden. Aktivierte PMN verlassen das Blutgefasystem, indem sie an die Oberflache
von Endothelzellen binden (PAAPE et al., 2002). Dafur sind bestimmte
Adhasionsmolekule (CD11/CD18) auf der Oberflache der PMN verantwortlich
(KISHIMOTO et al., 1989; SMITS et al., 2000). Nach Austritt aus dem Blutkreislauf
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wandern die PMN entlang des chemotaktischen Gradienten in die entziindeten
Gewebe aus. Der verformbare Zellkern der PMN macht es ihnen maoglich, auch

zwischen engen Zellverbanden hindurch zu treten (PAAPE et al., 2002).

2.1.3.2.1.3 Phagozytose

Die Phagozytose stellt einen Teil der unspezifischen zellularen Abwehr der
Milchdrise dar und ist einer der effektivsten Abwehrmechanismen der Milchdrise
gegen eingedrungene Infektionserreger (SENFT u. NEUDECKER, 1991; PAAPE et
al., 2002). Bestimmte Leukozytenarten (Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten
(PMN), Makrophagen) sind in der Lage, Mikroorganismen und fremde Partikel
aufzunehmen und anschlieRend auf verschiedene Art und Weisen abzutoten. Es ist
umestritten, ob die sekretorischen Epithelzellen des Milchdrisenepithels ebenfalls in
der Lage sind, zu phagozytieren (CRAVEN u. WILLIAMS, 1985). Wahrend der
Laktation sind die PMN die wichtigsten und effektivsten Phagozyten in der
Milchdrise (GROMMERS et al., 1989; ZECCONI et al, 1994), in der
Trockenstehphase dagegen stellen die Makrophagen den potenteren Teil der
Phagozyten dar (FOX et al., 1988).

Die Phagozytose besteht in der Erkennung, Anlagerung, Ingestion und Abtétung von
Keimen (PAAPE et al., 1979). Auch andere Partikel wie Fett, Casein, Zellreste usw.
werden aufgenommen. Fur eine Phagozytose ist bei den meisten Keimarten eine
vorhergehende Opsonierung Voraussetzung. Nicht opsonierte Keime werden zwar
auch, aber schlechter phagozytiert (TARGOWSKI, 1983; HALLEN-SANDGREN et
al.,, 1991). Besonders bei der Elimination von gramnegativen Keimen soll eine
Phagozytose ohne Opsonierung laut PAAPE et al. (1996, 2002) eine Rolle spielen.
Unter einer Opsonierung versteht man das Vorhandensein von Opsoninen
(Immunglobuline IgG, und IgM, Komplementfaktoren, v. a. C3b), auf der Oberflache
der Erreger (PAAPE et al., 1979; CRAVEN u. WILLIAMS, 1985; BURVENICH et al.,
1995). Diese werden von entsprechenden Rezeptoren auf der Plasmamembran der
PMN gebunden. Die Keime werden anschliefend von den Pseudopodien der PMN
umflossen und in deren Zytoplasma aufgenommen. Dabei entsteht das so genannte
Phagosom, welches mit den Lysosomen der PMN zum Phagolysosom fusioniert
(PAAPE et al., 1979; LOSCH et al., 2000). Innerhalb des Phagolysosoms werden die

Keime auf verschiedene Art und Weise abgetotet.
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PMN verfigen Uber mehrere Tétungsmechanismen, die in sauerstoffabhangige und
—unabhangige unterteilt werden konnen (SORDILLO et al, 1997). Die
sauerstoffabhangigen Mechanismen werden unter dem Begriff ,Respiratory Burst®
(siehe Punkt 2.1.3.3.6) zusammengefasst. Bei den sauerstoffunabhangigen Faktoren
handelt es sich um verschiedene Proteine, die auf unterschiedliche Art und Weise
mikrobizid wirken. Zu ihnen gehoren u. a. Lysozym, Laktoferrin und Laktoperoxidase.
Es gibt aber noch weitere antimikrobielle Substanzen innerhalb der Granula, die
bisher noch nicht komplett identifiziert worden sind (PAAPE et al., 2003).

2.1.3.2.2 Makrophagen

Makrophagen sind die vorherrschenden Zellen im Milchsekret eines gesunden
Euters (LEE et al., 1980; SORDILLO u. STREICHER, 2002). Sie sind an der
spezifischen und unspezifischen Abwehr des Euters beteiligt (LOSCH et al., 2000;
SORDILLO u. STREICHER, 2002). Bei den Makrophagen handelt es sich um
besonders grol3e Zellen (ca. 8-30 um), die im Trockenstehersekret sogar bis zu
55 um messen (Riesenzellen). Sie besitzen einen grol3en, zentral gelegenen Kern
und zahlreiche Vakuolen und Lysosomen im Zytoplasma (MIELKE u. KOBLENZ,
1980). Sie entstammen dem Knochenmark, welches sie als Monozyten verlassen.
Sie zirkulieren anschlieBend einige Tage im Blutkreislauf, um dann in die
verschiedenen Gewebe auszuwandern und sich zu Makrophagen zu differenzieren
(LOSCH et al., 2000). Wie die PMN sind auch Makrophagen zur Phagozytose von
Mikroorganismen und Zell- und Milchbestandteilen befahigt (MIELKE u. KOBLENZ,
1980). Verglichen mit den PMN weisen sie jedoch eine etwas geringere
Phagozytoseaktivitat in der Milch von laktierenden Kiihen auf (HALLEN SANDGREN
et al., 1991). Nach FOX et al. (1988) spielen sie zumindest im Trockenstehersekret
eine grolRere Rolle fur die Phagozytose von Krankheitserregern als PMN. Bei
Anwesenheit von opsonierten Antigenen durch Immunglobuline oder Komplement
(v. a. C3b) kann die Phagozytoserate der Makrophagen erheblich gesteigert werden
(MIELKE u. KOBLENZ, 1980; WENDT et al., 1994).

Ob Makrophagen ebenfalls Uber sauerstoffabhdngige Toétungsmechanismen
(Respiratory Burst) verfiigen, ist bisher unklar. HALLEN SANDGREN et al. (1991)
stellten fest, dass Makrophagen keine Myeloperoxidase besitzen, auch MEHRZAD et

al. (2001) fanden weder Myeloperoxidaseaktivitdt noch Bildung von reaktiven
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Sauerstoffverbindungen bei Makrophagen in der Milch. OUTTERIDGE u. LEE (1981)
und LOSCH et al. (2000) dagegen konnten ein solches System bei Makrophagen
feststellen. Eine wichtige Aufgabe der Makrophagen ist es, Lockstoffe
(Prostaglandine, Leukotriene und Zytokine) zu sezernieren, die die Migration von
PMN in das Euter und deren bakterizide Aktivitat stimulieren. Diese Eigenschaft
spielt wahrscheinlich eine groRere Rolle als die Phagozytose selbst (CRAVEN u.
WILLIAMS, 1985; SORDILLO u. STREICHER, 2002; RAINARD u. RIOLETT, 2003).
Makrophagen spielen zudem eine Schlisselrolle in der Regulation der Spezifischen
Abwehr: Im Zusammenhang mit MHC-Klasse II-Moleklilen werden Antigene der
phagozytierten Keime an der Membran prasentiert. Dort erfolgt die
Antigenerkennung der T-Helferzellen und somit die Stimulation der spezifischen
Abwehr (LOSCH et al., 2000).

2.1.3.2.3 Lymphozyten

Lymphozyten in der Milch sind Trager der spezifischen Immunantwort der
Milchdrise. Es handelt sich hierbei um kleine, runde Zellen mit einem Durchmesser
von 7-15 ym und einem grofRen Kern. Es kommen zwei Hauptarten dieser Zellen
vor: T— und B-Lymphozyten. B-Lymphozyten, benannt nach ihren Reifungsort, der
Bursa fabricii der Vgel bzw. dem Bursa-Aquivalent der Saugetiere (Knochenmark
und Peyersche Platten) sind flr die humoralen Immunreaktionen des Organismus
zustandig. Durch Antigenerkennung an zellmembranstandigen Rezeptoren (BCR, B-
Zell-Rezeptor) differenzieren sich die B-Lymphozyten zu Plasmazellen und kénnen
so spezifische Antikorper gegen das gebundene Antigen produzieren und
sezernieren (LOSCH et al., 2000). Der Anteil der B-Lymphozyten an der
Gesamtlymphozytenfraktion der Milch betragt nur ca. 20 % (CONCHA et al., 1978),
er steigt aber bei chronischen Infektionen des Euters an (RIOLETT et al., 2001).

Die T-Lymphozyten reifen im Thymus und haben einen hoheren Anteil an der
Lymphozytenfraktion. Sie sind fur die zellvermittelte Immunitdt des Korpers
verantwortlich. Sie bestehen aus mehreren Subpopulationen, den ap-T-Lymphozyten
und yd-T-Lymphozyten, benannt nach Bestandteilen der T-Zell-Rezeptoren (TCR).
Die ap-T-Zellen machen den Groldteil der T-Lymphozyten aus. Die Funktion der yo-
T-Zellen ist nicht eindeutig geklart. Sie befinden sich hauptsachlich im Epithel und

Parenchym des Euters, wo sie durch Zerstérung und Beseitigung alter und
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beschadigter Zellen eine schitzende Wirkung haben kénnten. SORDILLO et al.
(1997) sprechen von einer moglichen wichtigen Rolle der yd-Lymphozyten in der
Euterabwehr, fir RIOLETT et al. (2001) haben sie eine eher untergeordnete
Bedeutung.

Die aB-T-Zellen lassen sich weiterhin in CD4+ Lymphozyten (T-Helferzellen) und
CD8+ Lymphozyten (zytotoxische oder T-Suppressorzellen) unterteilen. Je nach
Laktationsstadium und Gewebelokalisation kann der prozentuale Anteil dieser Zellen
signifikant variieren (SORDILLO et al., 1997).

Die Aufgabe der T-Helferzellen besteht in einer Zytokinproduktion als Antwort auf
Antigen-MHC-Komplex-Erkennung. Die Zytokinproduktion bewirkt eine Aktivierung
von B-Lymphozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten und zahlreichen anderen Zellen,
die an einer Immunantwort beteiligt sind (NICKERSON, 1985; SORDILLO et al.,
1997).

Zytotoxische CD8+ T-Zellen erkennen und vernichten veranderte bzw. infizierte
Zellen. Zusammen mit MHC-Klasse-I-Molekulen werden Antigene auf der Oberflache
infizierter Zellen erkannt und gebunden, um anschlieRend die infizierte Zelle
abzutdten. T-Suppressorzellen dienen der Kontrolle und Modulation der
Immunantwort. Bei Uberschiefienden Immunreaktionen sind sie in der Lage, die
meisten Reaktionen zu unterdricken. Laut einer Studie von SHAFER-WEAVER u.
SORDILLO (1997) soll die immunoregulatorische Rolle der CD8+ Zellen vom
Laktationsstadium abhangen: unmittelbar p. p. wurden in der Milch mehr CD8+
Suppressor-Zellen gefunden, im weiteren Verlauf der Laktation Uberwiegten Zellen

vom zytotoxischen Typ.

2.1.3.2.4 Epithelzellen

Der Gehalt der Milch an Epithelzellen ist verhaltnismafig gering. Sie lassen sich von
Makrophagen mikroskopisch schlecht unterscheiden, da beide Zellarten sich in
GroRe (15-30 ym) und Form ahneln. RANKL (2004) entwickelte in Anlehnung an
DELVES (1995) und CHEETHAM (1998) eine indirekte immunhistochemische
Farbemethode, die eine eindeutige Erkennung von Epithelzellen zulasst. Sie
besitzen einen oder seltener zwei runde, zentral gelegene Zellkerne und kommen
zeitweise als Zellverband im Milchsekret vor.

Die Rolle der Epithelzellen in der Abwehr des Euters ist noch nicht eindeutig geklart.

Abgesehen von der Formation eines dichten Zellverbands (s. Punkt 2.1.3.1.2) sollen

13



Literatur

die sekretorischen Epithelzellen aulerdem in der Lage sein, zu phagozytieren
(BROOKER, 1983). Die Sekretion von Entzindungsmediatoren,
proinfammatorischen Zytokinen und Akute-Phase-Proteinen wurde bewiesen
(OKADA et al., 1999; WELLNITZ u. KERR, 2004) und spielt sicherlich die groRere
Rolle als die Phagozytose (RAINARD u. RIOLETT, 2006).

2.1.3.2.5 Naturliche Killer-Zellen (NK)

Naturliche Killer-Zellen (NK) sind grol3e, lymphoide Zellen, die weder zu den B- noch
zu den T-Lymphozyten gezahlt werden und eine unspezifische zytotoxische Aktivitat
besitzen. Die NK konnen virusinfizierte bzw. Tumorzellen erkennen und abtdten. Sie
binden dabei an die Zielzelle und sezernieren durch Degranulation Perforine und
TNF, welche die Zellmembran zerstoren und die Zelle somit abtdten. Uber die
Funktion dieser Zellen im Milchsekret wurde bisher wenig beschrieben (LOSCH et
al., 2000; SORDILLO u. STREICHER, 2002; RAINARD u. RIOLETT, 2006).

2.1.3.3 Humorale Abwehrmechanismen

2.1.3.3.1 Lysozym

Lysozym ist Teil der unspezifischen, sauerstoffunabhangigen Abwehr des
Rindereuters (SORDILLO et al., 1997). Auch als N-Acetylmuramidase bezeichnet,
handelt es sich bei Lysozym um ein Peptid mit einem MG von ca. 15.000 Mol
(GOTZE, 1977). Es besitzt eine hohe S&ure- und Hitzestabilitat, ist aber in
alkalischem Milieu thermolabil (GROSSGEBAUER u. LANGEMAACK, 1968; WENDT
et al., 1994). Das Enzym wird in den Zellen des Milchdrisengewebes und in den
Granula der PMN gebildet (WENDT, 1992). Ein Teil des Enzyms diffundiert auch auf
direktem Wege, besonders bei erhdhter Durchlassigkeit der Blut-Milch-Schranke, aus
dem Blut in die Milchdrise (NICKERSON, 1985; LUNAU, 1989). Der Gehalt an
Lysozym in boviner Milch ist im Gegensatz zum Menschen und anderen Spezies sehr
gering (CHANDAN et al., 1968; GOTZE, 1977; WENDT et al., 1994; SCHLECHT,
2004; PICCININI et al., 2005) (Tab. 2). Schon langer ist bekannt, dass es
Rasseunterschiede hinsichtlich des Lysozymgehaltes in der Milch gibt (MEYER et al.,
1981, LIE et al., 1986).
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Tab. 2: Lysozymgehalt der Milch beim Rind

Lysozymgehalt der Milch (ug/ml)
Autor

normale Milch | Kolostrum bei Mastitis
CHANDAN et al., 1968 0,13 KA. KA.
GOTZE, 1977 0,73 k. A. 2,37
MEYER et al., 1981 0,15-0,30 k. A. k. A.
WENDT et al., 1994 0,1-1 6 — 40 k. A.
SCHLECHT, 2004 0,02-0,06 k. A. k. A.
PICCININI et al., 2005 0,05-0,22 KA. KA.
k. A.: keine Angabe

Die antibakterielle Wirkung des Lysozyms beruht auf seiner Fahigkeit, die 1,4-
glykosidischen Bindungen zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure
des Peptinoglykans enzymatisch zu spalten (GROSSGEBAUER u. LANGEMAACK,
1968; WENDT et al., 1994; PYORALA, 2002). Dadurch wird das zu ca. 90% aus
Peptinoglykan bestehende Murein der Bakterienzellwand grampositiver Keime
depolymerisiert, was zu Lysis und Tod dieser Bakterien fiihrt (GOTZE. 1977; WENDT
et al.,, 1994). Staphylococcus aureus nimmt eine Sonderstellung unter den
grampositiven Keimen ein, da diese Bakterienart in der Lage ist, selbst Lysozym zu
bilden und somit eine verminderte Empfindlichkeit gegen das Enzym vorweist
(GOTZE, 1977; PELLEGRINI et al., 1991). Lysozym besitzt in hohen
Konzentrationen aber eine hemmende Wirkung auf die Vermehrung dieser Keime
(ERHARDT et al., 1981). PICCININI et al. (1999) fanden in ihrer Studie erniedrigte
Lysozymaktivitaten in mit S. aureus infizierten Vierteln.

Zur Vernichtung gramnegativer Bakterien, deren Zellwand nur zu < 10 % aus Murein
besteht, kommt es erst nach Entfernung der Lipopolysaccharidschicht (LPS), wozu in
vivo ein Zusammenwirken mit spezifischen Antikérpern (IgA) und Komplement
erforderlich ist. Erst dadurch kommt es zur Zerstorung der aul’eren Zellwandschicht
und anschlieBendem Abbau der inneren Mucopolysaccharidschicht durch Lysozym
(WENDT et al., 1994). Laktoferrin soll fur die Abtotung gramnegativer Keime durch
Lysozym wichtig sein. Es soll durch Bindung an die Bakterienzellwand zu einer
Abspaltung der LPS fuhren, so dass Lysozym in die Bakterienzelle eindringen kann
(ELLISON u. GIEHL, 1991).
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Neben der direkten antibakteriellen Wirkung des Lysozyms kommt es noch zu
einigen indirekten Effekten, die eine Rolle in der Abwehr spielen. Durch die bei der
Depolymerisation der Bakterienwand entstehenden Spaltprodukte werden
Immunzellen aktiviert. Lysozym stellt somit einen so genannten Immunomodulator
dar (JOLLES, 1976; WENDT et al.,, 1994). Durch seine positive Ladung werden
aullerdem negativ geladene Anteile der Zellmembranen von verschiedenen Zellarten
neutralisiert. Dadurch wird die Phagozytose dieser Zellen stimuliert (KLOCKARS u.
ROBERTS, 1976). SORDILLO u. STREICHER (2002), PYORALA (2002) und
RAINARD u. RIOLETT (2006) sehen die Bedeutung von Lysozym als
Abwehrmechanismus der bovinen Milchdrise aufgrund seiner geringen

Konzentration in der Milch als untergeordnet.

2.1.3.3.2 Laktoferrin (Lf)

Laktoferrin (Lf), ein Glykoprotein, ist Teil der humoralen, unspezifischen und
sauerstoffunabhangigen Abwehr der Milchdrise. Es wurde auch in Sekreten wie
Bronchial-, Nasal- und Zervikalschleim, Harn, Galle, Speichel etc. vorgefunden
(MASSON et al., 1966; LOSCH et al., 2000). Es wird im sekretorischen Epithel der
Milchdrise und in den sekundaren und tertiaren Granula der PMN gebildet
(MASSON et al., 1969; GENNARO et al., 1983; PERSSON et al., 1992; WENDT et
al., 1994). Der Laktoferringehalt der Milch ist relativ gering. Wahrend der
Trockenstehphase finden sich die hochsten Gehalte an Laktoferrin  im
Milchdrisensekret, bei Einsetzen der Laktation sinkt der Gehalt jedoch innerhalb der
ersten zwei Wochen, um gegen Ende der Laktation wieder leicht anzusteigen
(SANCHEZ et al., 1988; HURLEY, 1989; WENDT et al., 1994, LOSCH et al., 2000).
Bei Sekretionsstérungen und Masititis kommt es jedoch zu einem Anstieg der
Laktoferrinkonzentration in der Milch, was auf eine Beteiligung in der Abwehr des
Euters schlielen lasst (SENFT et al., 1977; HARMON u. NEWBOULD, 1980;
HAGIWARA et al., 2003, SCHMEDT AUF DER GUNNE, 2002).

Lf unterscheidet sich vom Transferrin des Blutes wu.a. in der
Aminosaurezusammensetzung und bindet wie dieses ebenfalls Eisen (WENDT et al.,
1994, SORDILLO et al., 1997). Pro Molekul konnen zwei Atome Eisen gebunden
werden. Dadurch kommt es zu einer Konkurrenzsituation, weil das freie Eisen fur die

Bakterien nicht mehr verfligbar ist. Fur das Wachstum aerober Keime ist Eisen
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essentiell (FINKELSTEIN et al., 1983; WENDT et al., 1994). Laktoferrin hat vor allem
gegen gramnegative Keime eine bakteriostatische Wirkung (NONNECKE u. SMITH,
1984).

Des Weiteren ist Lf in der Lage, die Zellwand gramnegativer Keime zu schadigen
und besitzt somit auch bakterizide Eigenschaften. Dabei bildet das Lf
Chelatkomplexe mit Zellwandbestandteilen, wobei es zu einer Freisetzung von LPS
und somit zur Zerstorung der Bakterienzellwand kommt (ELLISON et al., 1988).
YAMAUCHI et al. (1993) konnten feststellen, dass fur diesen Vorgang hauptsachlich
das Laktoferricin, ein Peptid aus Lf, verantwortlich ist. Durch die
Permeabilitatsveranderung der Bakterienzellwand kann nun auch Lysozym in die
gramnegativen Keime eindringen. Lf und Lysozym scheinen auf diese Art und Weise
eine synergistische bakterizide Wirkung zu besitzen (ELLISON u. GIEHL, 1991).

Die verminderte Wirkung von Laktoferrin in reifer Laktationsmilch wird u. a. auf die
Anwesenheit von Zitrat zurickgefuhrt. Zitrat kann das freie Eisen ebenfalls binden
und macht es damit unzuganglich fur Lf, wogegen die Bakterien in der Lage sind,
den Zitrat-Eisen-Komplex zu verstoffwechseln. Wahrend der Involution kommt es zu
einer Resorption des Zitrats und einem Anstieg von Bicarbonat im Sekret — also
optimalen Bedingungen fur Lf (NICKERSON, 1985; ELLISON et al., 1988; WENDT et
al., 1994).

KUTILA et al. (2001) schlugen Lf als potentielles Medikament bei Euterentzindungen
vor. Sie fanden keinen signifikanten Unterschied zwischen der Behandlung von E.
coli —infizierten Eutervierteln mit Enrofloxazin oder Laktoferrin, auch in vitro hatte Lf

in hohen Konzentrationen eine gute Wirkung.

2.1.3.3.3 Komplement

Unter dem Begriff Komplement wird eine Reihe von Proteinen zusammengefasst, die
im Serum und teilweise auch in der Milch vorkommen. Sie bilden einen wichtigen
Trager der angeborenen bzw. unspezifischen humoralen Abwehr der Milchdrise
(SORDILLO et al., 1997; LOSCH et al., 2000).

Eine Aktivierung der verschiedenen Komplementfaktoren wird durch eine Kaskade
von Reaktionen ausgelost. Dabei kann eine Aktivierung der Kaskade entweder auf
klassischem (d. h. durch Antigen-Antikorper-Komplexe) oder alternativem Wege
(Membranbestandteile von Bakterien) geschehen (LOSCH et al., 2000). Die
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Komplementfaktoren werden entweder in den Hepatozyten oder in Monozyten und
Gewebsmakrophagen synthetisiert (SORDILLO u. STREICHER, 2002). Der Gehalt
ist in der Milch relativ gering, wahrend sich im Kolostrum und Trockenstehersekret
erhohte Komplementaktivitat beobachten lasst. Wahrend der Laktation kommt es nur
im Falle einer Mastitis zu einem erhohten Gehalt, welches durch erhohte Exsudation
aus dem Serum zustande kommt (RAINARD, 2003).

Die wesentlichen Aufgaben der Komplementfaktoren bestehen in erster Linie in der
Anlockung von PMN und anderen Phagozyten (Entzindungsmediatoren) und einer
Opsonierung der zu phagozytierenden Partikel. Dabei lagern  sich
Komplementfragmente (v.a. C3b) an die Bakterienoberflache, welche dann von
speziellen Rezeptoren der PMN erkannt werden kdnnen. Somit kommt es zu einer
erheblichen Steigerung der Phagozytose (LOSCH et al., 2000; SORDILLO u.
STREICHER, 2002; RAINARD, 2003). Des Weiteren kdnnen einige Faktoren des
Komplementsystems eine Vasodilatation und eine erhéhte Permeabilitat der Gefalle
bewirken. Auch eine Stimulation der Histaminausschittung durch Mastzellen und
Basophile sowie eine Stimulation der Zytokinproduktion wird durch Komplement
bewirkt (RAINARD, 2003).

2.1.3.3.4 Zytokine

Unter dem Begriff Zytokine wird eine Reihe von Proteinen zusammengefasst, die die
Aktivitat von Immunzellen der spezifischen und unspezifischen Abwehr regeln. Die
vier Hauptgruppen sind die Interleukine (IL), die Colony-Stimulating Factors (CSF),
die Interferone (IFN) und der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) (SORDILLO et al., 1997).
Die bis heute > 30 identifizierten Proteine werden von verschiedenen Zellarten
gebildet. Ihre Funktionen sind vielfaltig und sehr komplex, sie kdnnen synergistisch,
additiv oder antagonistisch wirken (LAWMAN et al., 1989). |hre Effekte in der Milch
sind in Tabelle 3 nach SORDILLO et al. (1997) aus verschiedenen Literaturquellen

zusammengefasst.
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Tab. 3: Zytokin-Effekte auf Immunzellen der Milchdrise (zit. nach SORDILLO et al.,
1997, Ubersetzt)

Zytokin' | Beobachtung Quelle
G-CSF Erhohter SCC der Milch. KEHRLI et al., 1991
Erhohte Anzahl der PMN in der Milch. NICKERSON et al., 1989
GM-CSF | Erhohte chemotaktische und bakterizide Aktivitdt d. PMN. | SORDILLO et al., 1992
Erhohte zytotoxische Aktivitat, die von neutrophilen SORDILLO, 1992
Antikérpern abhangig war.
Erhohte neutrophile Aktivitat. REDDY et al., 1990
IFN-y Erhohte Phagozytose und bakterizide Aktivitat der PMN. SORDILLO/BABIUK, 1991
Erhohte bakterizide Aktivitat der PMN. FOX et al., 1990
Effektives Adjuvans fur Mastitis-Vakzine. PIGHETTI/SORDILLO, 1995
IL-1 Erhéhte Anzahl von PMN. DALEY et al., 1991
Keine Veranderung der mononukledren Proliferation. TORRE et al., 1992
IL-2 Verstarkte intramammare mononukleéare Zellproliferation. | TORRE et al., 1992
Erhohte zytotoxische und bakterizide Akivitat der SORDILLO et al., 1991
Lymphozyten.
Erhoéhte Zellzahl im Plasma. NICKERSON et al., 1989
Effektives Adjuvans fiir Mastitis-Vakzine. PIGHETTI/SORDILLO, 1995

'G-CSF = Granulocyte colony-stimulating factor, GM-CSF = granulocyte-monocyte colony-stimulating
factor, IFN-y = Interferon- y und IL = Interleukin.

2.1.3.3.5 Immunglobuline

Die Immunglobuline (,Antikorper®) sind von Plasmazellen gebildete hochmolekulare
Proteine. Vier verschiedene Klassen der Immunglobuline (Ig) spielen nach CRAVEN
u. WILLIAMS (1985), NICKERSON (1985), SENFT u. NEUDECKER (1991), WENDT
et al. (1994) und SORDILLO et al. (1997) bei der spezifischen Abwehr der

Milchdrise eine Rolle:

e IgG1
o 19G2
e IgA

e IgM.

Die Konzentration der einzelnen Ig-Arten variiert je nach Laktations- und
Infektionsstadium. Die Ig-Konzentration der Milch eines gesunden Euters ist wahrend
der Laktation niedrig und erhoht sich wahrend der Trockenstehphase langsam.

Hochste Konzentrationen sind in der Kolostralmilch und bei Infektionen zu
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verzeichnen. Durch die erhdhte Gewebe- und Kapillarpermeabilitat wahrend einer
Mastitis steigt die Ig-Invasion und somit der Gehalt in der Milch (NICKERSON, 1985;
SENFT u. NEUDECKER, 1991). Der Gesamt-lg-Gehalt der Milch besteht aus 85—
90 % 19G, 7 % IgM und ca. 5% IgA (CRAVEN u. WILLIAMS, 1985), wobei der
Groldteil der IgG-Fraktion v. a. im Kolostrum aus IgG1 besteht (CRAVEN u.
WILLIAMS, 1985; KEHRLI u. HARP, 2001).

IgG1, IgG2 und IgM kdénnen als Opsonine agieren und somit die Phagozytose von
Bakterien durch PMN und Makrophagen verstarken. Sie binden entweder direkt oder
indirekt Uber die C3b-Komponente des Komplements an die Bakterien. PMN und
Makrophagen binden mit ihren Fc-Rezeptoren an die Antikorper-Antigen-Komplexe
oder an Antikorper-C3b-Antigen-Komplexe und phagozytieren diese somit noch
effektiver (NICKERSON, 1985; SENFT u. NEUDECKER, 1991).

IgA hat eine gute lokale antibakterielle und virusneutralisierende Wirkung. Es bindet
kein Komplement, bewirkt aber eine Agglutination der Bakterien und eine
Toxinneutralisation und verhindert Bakterienansiedelung an den Epithelien der
Milchdrise (NICKERSON, 1985). Es ist somit wichtig fur die lokale Immunitat des

Euters.

2.1.3.3.6 Respiratory Burst

Der Begriff ,Respiratory Burst® wird auch in der deutschsprachigen Literatur immer
haufiger verwendet, um die sauerstoffabhangigen Abwehrmechanismen des Euters
zusammenzufassen. Es handelt sich hierbei um das Laktoperoxidase-Thiozyanat-
Wasserstoffperoxid-System der Milch und dem vergleichbaren intrazellularen
Myeloperoxidase-Halogenid-System der PMN (WENDT, 1992; WENDT et al., 1994;
SORDILLO u. STREICHER, 2002).

Das Prinzip der Mechanismen des Respiratory Burst ist jeweils dasselbe: am Ende
der Reaktionen entstehen hoch reaktive Sauerstoffradikale, die zur Zerstérung von
lebenswichtigen Enzymen und damit zur Wachstumshemmung oder Abtotung der
Bakterien fuhren.

Das Enzym Laktoperoxidase (LPO) wird in der Milchdrise synthetisiert und sein
Gehalt in der Milch unterliegt jahreszeitlichen, futterungs- und rassebedingten

Schwankungen und ist vom Laktationsstadium abhangig (WENDT, 1992).
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Das Thiozyanat (SCN’) entstammt dem Blut, wo es in 10-mal hdheren
Konzentrationen vorliegt als in der Milch (WENDT et al., 1994). Bei EntzUndungen
kommt es durch Auflockerung der Blut-Milch-Schranke zu einem erhéhten Ubertritt
und somit erhdhten Konzentrationen in der Milch. Der Blut- und somit auch der
Milchgehalt sind durch die Futterung beeinflussbar: hohe Konzentrationen finden sich
in Granfutter wie z. B. in Klee (WENDT et al., 1994; SORDILLO u. STREICHER,
2002).

Die Wasserstoffperoxid-Konzentration (H.O,) normaler Milch ist sehr gering, da das
laufend gebildete H,O, dem sofortigen Abbau unterliegt.

Die Laktoperoxidase bildet mit Wasserstoffperoxid einen Komplex, der in der Lage
ist, Thiozyanat zu Hypothyozyanat zu oxidieren. Dabei erfolgt unter Beteiligung der
NADPH-Oxidase die Bildung von Singulett-Sauerstoff ('O) und Superoxidradikalen
(O2). Diese hoch reaktiven Oxidationsmittel kdnnen mit den SH-Gruppen der
Enzyme der Bakterien reagieren und somit eine Hemmung der Zellatmung bewirken.
Die drei Komponenten Laktoperoxidase, Thiozyanat und Wasserstoffperoxid missen
fur eine optimale Wirksamkeit nach WENDT (1992) bzw. WENDT et al. (1994) in
einem bestimmten Verhaltnis zueinander vorliegen.

Das der Laktoperoxidase ahnliche Enzym Myeloperoxidase (MPO) wird in den
primaren, azurophilen Granula der PMN gebildet. Es katalysiert die Bildung der
unterchlorigen Saure aus Wasserstoffperoxid und Chlorid-lonen. Die unterchlorige
Saure ist ein noch reaktiveres Radikal als Wasserstoffperoxid (WENDT et al., 1994;
SORDILLO u. STREICHER, 2002; PAAPE et al., 2003). Bei Fusion der phagozytierte
Keime beinhaltenden Phagosomen mit azurophilen Granula kommt es zur
Freisetzung von Myeloperoxidase (PAAPE et al., 2003). DULIN et al. (1988)
verglichen die Chemilumineszenz-(CL-)Aktivitat der Blut- und Milchleukozyten und
den MPO-Gehalt. Zwischen beiden Leukozytenarten bestanden hoch signifikante
Unterschiede, denn sowohl der MPO-Gehalt als auch die CL-Aktivitat waren in
Blutleukozyten wesentlich hoher. Der MPO-Gehalt der Milch-PMN betragt nur 30—
39 % der PMN aus dem Blut (GRUNER et al., 1982).
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2.2 Energiestoffwechsel der Milchkuh

2.2.1 Beurteilung der Stoffwechsellage

Der Ubergang von Trachtigkeit zur Laktation bedeutet fiir die Hochleistungsmilchkuh
eine enorme metabolische Adaption. Eine Uberwachung der Stoffwechselparameter
bietet die Moglichkeit, Stoffwechselstorungen bereits im subklinischen Stadium zu
erkennen. FURLL (2005) schlagt dafiir ein stufenweises Vorgehen beginnend bereits
einige Tage a. p. vor, wobei besonders der 3. Tag p. p. aussagekraftig sein soll. Der
2. wichtige Kontrollzeitraum wird als der Zeitraum von 2. bis 12. Woche p. p.
angegeben. Daruber hinaus dient die Stoffwechseldiagnostik der Diagnose und der
Prognose stoffwechselbedingter Erkrankungen, der Therapielberwachung und der

Fltterungskontrolle.

2211 Stoffwechselparameter im Blut

2.2.1.1.1 Bilirubin

Bilirubin ist ein Bestandteil von Hamoglobin, Myoglobin, Cytochromen und Katalasen.
Es wird hauptsachlich beim Abbau von Hamoglobin frei. Der Referenzbereich flr
Bilirubin liegt beim Rind bei <5 pmol/l (FURLL, 2004). Eine Erhéhung des
Bilirubingehaltes im Blut bezeichnet man als Ikterus. Grunde fur eine Storung des
Bilirubinstoffwechsels sind ein erhdhter Anfall von Hamoglobin beispielsweise bei
hamolytischen Anamien, des Weiteren bei Leberschaden, Cholestase und auch bei
Nahrungskarenz. Gerade bei Wiederkduern kommt es bei unzureichender
Energieaufnahme schnell zu einem sog. Inanitionsikterus. Dabei kommt es zu einem
Anstieg der freien Fettsduren (FFS), die mit dem Bilirubin um dieselben
Transportproteine konkurrieren. Daher kommt es zu einem Anstieg des
Bilirubingehalts im Blut auf Werte bis zu 20 umol/I.

Konzentrationen Uber 20 pmol/l kdnnen ein Hinweis auf Hamolysen sein, Werte von
> 50 ymol/l sind bereits meist die Folge von schwerwiegenden Erkrankungen wie
z.B. nekrotisierenden Mastitiden oder schweren Leberschaden (FURLL, 2004;
KRAFT et al., 2005).
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2.2.1.1.2 Aspartat-Amino-Transferase (AST)

Die friher als Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) bezeichnete Aspartat-
Amino-Transferase (AST) wird in nahezu allen Geweben in unterschiedlichen
Konzentrationen angetroffen und ist deshalb wenig spezifisch. Vor allem im
Skelettmuskel findet man vergleichsweise hohe Konzentrationen, weshalb man sie
v. a. bei Verdacht auf Erkrankungen myogenen Ursprungs, dann aber gleichzeitig mit
CK, bestimmt. VAN WINDEN et al. (2003) fanden bei ihren Untersuchungen erhohte
AST-Werte bei Kihen mit linksseitig verlagertem Labmagen. Auch bei Ketosen
wurden erhdhte AST-Aktivitaten ermittelt (KAUPPINEN, 1984). Der Referenzbereich
wird beim Rind bei < 80 U/l angegeben (FURLL, 2004; KRAFT et al., 2005).

2.2.1.1.3 Creatinkinase (CK)

Bei der Creatinkinase (CK) handelt es sich um ein muskelspezifisches Enzym, dass
im Rahmen der Stoffwechseldiagnostik mitbestimmt wird, um AST-Veranderungen
deuten zu kénnen. Eine gleichzeitige Erhdhung beider Parameter weist auf eine
Erkrankung der (Skelett-)Muskulatur hin. Des Weiteren steigt die CK-Konzentration
auffallig bei Erkrankungen des Uterus wie z. B. Endometritis an (SATTLER und
FURLL, 2002). Auch bei Labmagenverlagerungen und Colimastitiden wurden
veranderte Werte gefunden. Als Referenzwert fur CK beim Wiederkauer wird in der
Literatur < 200 U/l (FURLL, 2004) bzw. < 250 (KRAFT et al., 1999) angegeben.

2.2.1.1.4 Glutamat-Dehydrogenase (GLDH)

Bei der Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) handelt es sich um ein leberspezifisches
Enzym, das den Mitochondrien der Hepatozyten entstammt. Die GLDH ist ein sehr
empfindliches Enzym, dessen Aktivitat bereits bei geringeren Schadigungen durch
z.B. sekundare Hepatopathien ansteigt. Es wurden jedoch auch hohe
Konzentrationen im Nierengewebe gefunden (FURLL et al.,, 2002). Der
Referenzbereich fir GLDH liegt beim Rind bei < 40 U/l (FURLL, 2004) bzw. < 30 U/I
(KRAFT et al., 2005).
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2.2.1.1.5 y-Glutamyl-Transferase (GGT)

Die Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) ist ein leberspezifisches Enzym. Der
Referenzwert liegt bei <25 U/l (FURLL, 2004) bzw. < 50 U/l (KRAFT et al., 2005).
Eine Aktivitatssteigerung der relativ sensiblen GGT spricht hauptsachlich fur intra-
oder extrahepatische Cholestasen, auch bei intensiver Mobilisation des Korperfetts
wurde eine Erhohung der GGT nachgewiesen (TEICHMANN, et al., 2002). Da
Kolostrum sehr GGT-reich ist, kommt es bei neugeborenen Kalbern zu hohen GGT-
Aktivitaten, weshalb sich dieser Parameter ebenfalls zur Kontrolle der

Kolostrumversorgung eignet.

2.2.1.1.6 Alkalische Phosphatase (AP)

Das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) kommt in nahezu allen Geweben und
Organen vor und reagiert gerade beim Wiederkduer erst bei schweren
Leberschaden. Einen einheitlichen Referenzbereich gibt es fur die AP nicht, da ihre
Aktivitat stark vom Alter des Tieres abhangt. Er liegt beim erwachsenen Rind Uber
drei Jahren bei < 300 U/l (KRAFT et al., 2005).

2.2.1.1.7 Freie Fettsauren (FFS, NEFA)

Freie (nicht-veresterte) Fettsauren (FFS bzw. NEFA) entstehen dann, wenn der
Organismus einem erhdhten Energiebedarf ausgesetzt ist, der durch die
Futteraufnahme nicht mehr gedeckt werden kann. Es entsteht also eine negative
Energiebilanz, in der die Kuh die erforderliche Energie aus kdrpereigenen Reserven
mobilisieren muss. Dies geschieht als erstes in Form einer Lipolyse, bei der das
korpereigene Fett, welches in Form von Triglyceriden vorliegt, in Glycerin und freie
Fettsauren gespalten wird. Dabei kommt es zu erhohten Gehalten von FFS im Blut
(SCHOLZ, 1990). RUKKWAMSUK et al. (1999) zeigten, dass es bei Kuhen nach
ubermafiger Futterung wahrend der Trockenstehperiode zu starkerer Lipolyse
kommt, als bei unterkonditionierten, restriktiv gefltterten. Das sog.
,Fettmobilisationssyndrom“ wird unter Punkt 2.2.2.1 ausfuhrlich beschrieben. Der
Referenzwert fir FFS liegt bei <620 ymol/l (FURLL, 2005). Bei erhdhten

Konzentrationen kommt es zu negativen Auswirkungen auf die Fertilitat
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(JORRITSMA et al., 2003) und einem erhéhtem Ketoserisiko. FURLL (2004, 2005)
spricht von einer schlechten Anpassungsfahigkeit an das Energiedefizit.

2.2.1.1.8 R-Hydroxybutyrat (BHB)

Neben Aceton und Acetoacetat ist die R-Hydroxybuttersaure (3-Hydroxybutyrat,
BHB) der dritte Ketonkorper, der bei ungentgender Verfugbarkeit von Glucose und
anschlieRendem unvollstandigen Abbau von Fettsduren gebildet wird. Ketonkdrper
finden sich auch in physiologischen Zustanden in gewissen Konzentrationen im
Serum. Sie dienen der schnellen Energieversorgung der Gewebe. Ein Anstieg der
Ketonkérper im  Blut (Hyperketonamie) gehdért zu den  haufigsten
Stoffwechselstorungen beim Wiederkduer (KRAFT et al. 1999) und kann
verschiedene Ursachen haben. Um eine Ketose (s. Punkt 2.2.2.2) nachzuweisen,
wird i. d. R. BHB bestimmt, da dieser Parameter einfacher zu bestimmen und stabiler
ist. Der Referenzbereich fur BHB liegt bei <6 mmol/l (FURLL, 2004; KRAFT et al.
1999).

2.2.1.1.9 Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I)

Bei dem vorwiegend in der Leber synthetisierten IGF-I (und -IlI) handelt es sich um
ein dem Proinsulin ahnliches Polypeptid (BREIER u. SAUERWEIN, 1995). Die
Aminosauresequenz des IGF-l ist bei Mensch, Rind und Schwein identisch
(BAXTER, 1986). Die relativ stabile Plasmakonzentration hangt mit der langen
biologischen Halbwertszeit zusammen. In Futterungsversuchen mit Kalbern konnten
BREIER et al. (1988) zeigen, dass die Plasmakonzentration aber deutlich von der
Fiatterung und dem Alter des Rindes beeinflusst wird. Bei erwachsenen Rindern
wurden laktationsbedingte Einflisse auf den IGF-I-Blutspiegel gefunden: VEGA et al.
(1991) stellten fest, dass die Konzentration von der letzten Woche der
Trockenstehperiode bis zur Abkalbung um das dreifache sank. Auch in den
Untersuchungen von MALLARD et al. (1997) kam es zu einem Anstieg von IGF-I um
den Geburtszeitpunkt herum, der dann im Verlauf der Laktation sank. In der Milch
wurden die hdochsten Konzentrationen im Kolostrum gefunden. Laut SPICER et al.

(1990) korreliert die IGF-I-Konzentration im Blut positiv mit der Energibilanz, d.h. bei
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negativer Energiebilanz sinkt auch der IGF-I-Gehalt im Blut. Es wurden auch
niedrigere IGF-I-Aktivitaten im Blut von Kuhen mit hoher Milchleistung als bei Kiihen
mit niedriger Milchleistung gefunden (FALCONER et al., 1980).

Die Ausschuttung von Wachstumshormon (GH) und IGF unterliegt einem Regelkreis
mit negativem Feedback, d.h. GH bewirkt eine verstarkte Bildung von IGF, wahrend
eine erhohte IGF-Konzentration eine vermehrte Somatostatin-Ausschuttung zur
Folge hat. Dieses bewirkt wiederum eine Hemmung der GH-Ausschuttung.

Die Funktionen von IGF-I sind unterschiedlich und hangen vom entsprechenden
Gewebe ab. Vor allem in Muskel- und Fettgewebe besitzt es eine insulindhnliche
Wirkung wie u. a. die Aktivierung des Glucosetransports, der Gykolyse und der
Glykogensynthese. Es ist auferdem am Wachstum beteiligt und besitzt eine
ausgesprochen mitogene Wirkung und stimuliert somit die Zellproliferation (VEGA et
al., 1991; PERI et al., 1992). Bei einer Mastitis erhdht sich die Genexpression fur
verschiedene Wachstumsfaktoren, u. a. IGF-I, im Eutergewebe. Zellprotektive
Funktion und Beteiligung an Reparationsvorgangen von IGF-I wurden deshalb
vorgeschlagen (SHEFFIELD, 1997). Auch LIEBE u. SCHAMS (1998) fanden erhdhte
Konzentrationen von IGF-lI in Sekret von infizierten Eutervierteln. IGF-I soll
zusammen mit GH eine stimulierende Wirkung v.a. auf unspezifische
Abwehrmechanismen im Euter haben (BURVENICH et al., 1999). Laut MALLARD et
al. (1997) korreliert dagegen die |IGF-Konzentration im Gegensatz zur GH-
Konzentration negativ mit der Antikdrperproduktion.

Des Weiteren ist IGF-I in der Lage, das Follikelwachstum zu stimulieren, was auf
eine synergistische Wirkung mit FSH und LH zuridckzufuhren ist (LUCY, 2000;
JORRITSMA et al., 2003).

22.1.2 Stoffwechselparameter in der Milch

2.2.1.2.1 Milchmenge

Die durchschnittliche Milchleistung hangt neben dem Gesundheitszustand der Kuh
aulderdem von der Anzahl der Laktationen, der Rasse und der Futterung ab. Sie lag
2003 in der Bundesrepublik Deutschland auf das Jahr umgerechnet pro Kuh bei
7355 kg (LKV, 2003). Die tagliche Milchleistung ist unter physiologischen

Bedingungen vor allem vom Laktationszeitpunkt abhangig. Die Laktationskurve steigt
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in den ersten beiden Wochen der Laktation steil an, halt dieses Niveau mehr oder
weniger bis um die 11. Woche, um dann ab der 12. Woche stetig abzufallen. Bei
Krankheitszustanden, insbesondere bei Euterentzindungen, kommt es zu einem
starken Leistungsabfall.

Der starke Peak der Laktationskurve bedeutet einen immensen Energieaufwand fur
die Kuh, der fur die Stoffwechselentgleisung mafRlgeblich verantwortlich ist. Je steiler
er ansteigt, desto ausgepragter ist die negative Energiebilanz mit ihren
Begleiterscheinungen des Fettmobilisationssyndroms. Deshalb wird eine flache
Laktationskurve angestrebt, um der Gefahr von Erkrankungen im peripartalen

Zeitraum vorzubeugen.

2.2.1.2.2 Laktose

Bei der Laktose handelt es sich um ein Disaccharid aus Galaktose und Glucose,
welche Uber eine 1,4-B-glykosidische Bindung miteinander verbunden sind. Die
Glucose entstammt dem Blut, aus ihr wird im Eutergewebe zunachst die Galaktose
synthetisiert. Dann werden beide Zuckermoleklle mithilfe des in den Epithelzellen
vorkommenden Enzyms Laktose-Synthetase zur Laktose verbunden (GURTLER u.
SCHWEIGERT, 2000). Da die Blutglucose der reglementierende Faktor fur die
Laktosesynthese in der Milch ist, ist die Laktosekonzentration der Milch von der
Fitterung abhangig (FURLL, 2005). Weitere Einfliisse auf den Laktosegehalt der
Milch sind Alter, Laktationsstadium, Eutergesundheit, Jahreszeit, Melkintervall und
Milchfraktion. Bei einer Mastitis sinkt die Laktosekonzentration, sogar in
benachbarten gesunden Vierteln (HORVATH et al.,, 1981; MIELKE et al., 1985;
GURTLER u. SCHWEIGERT, 2000; BANSAL et al., 2005). Da die Laktose bereits im
subklinischen Stadium einer Mastitis sinkt, eignet sie sich eventuell zur Detektion von
Euterentziindungen (KROMKER u. HAMANN, 2001; PYORALA, 2002).

Der Laktosegehalt verandert sich aullerdem je nach Melkfraktion. Laut
VANGROENWHEGE et al. (2002) und SARIKAYA et al. (2005) ist der Gehalt im
Vorgemelk und Anfangs-Hauptgemelk hoéher als im Restgemelk. Der
Referenzbereich liegt bei 46-50 g/l (FURLL, 1999; GURTLER u. SCHWEIGERT,
2000).
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2.2.1.2.3 Harnstoff

Der  Milchharnstoff dient in  gewisser Weise als Indikator  fur
Energiemangelsituationen. Harnstoff wird in der Leber aus dem Pansen
entstammendem Ammoniak synthetisiert. Der Uberschissige Ammoniak entsteht im
Pansen, wo er aufgrund der unzureichenden Energie nicht wie unter physiologischen
Bedingungen fir die Synthese von bakteriellem Protein genutzt werden kann. Von
dort aus gelangt er in die Leber, wo es zum Abbau des Ammoniaks zu Harnstoff
kommt (SCHOLZ, 1990). Der Harnstoffgehalt der Milch korreliert eng mit dem des
Blutes (FURLL, 2005). Der Referenzbereich in der Milch liegt bei 2,5-5,0 mmol/l.
Laut FURLL (2005) konnen aber bei erhdhten Harnstoffwerten nur teilweise

Ruckschlisse auf eine Unterversorgung gezogen werden.

22124 Fett

Der Fettgehalt der Milch ist stark rasse- und futterungsabhangig. Auch das
Laktationsstadium hat Einfluss auf den Milchfettgehalt, in der Spatlaktation kommt es
zu erhdhten Fettgehalten in der Milch (GURTLER u. SCHWEIGERT, 2000; FURLL,
2005). Bei Energiemangel kommt es zu einer Lipolyse des Korperfetts. Die dabei
entstehenden FFS gelangen in die Leber, wo sie einerseits in Form von Triglyzeriden
gespeichert werden, andererseits mithilfe von Transportproteinen (VLDL) in die
Gewebe und somit in das Euter gelangen. Dort kommt es zu einer Zunahme der
Milchfettsynthese (DEVRIES u. VEERKAMP, 2000). Nach Beendigung der
Lipolysephase sinkt der Milchfettgehalt fir eine Zeit, ebenso ist dies bei Mastitiden
der Fall. Der Referenzbereich fur den Milchfettgehalt liegt unter Bertcksichtigung der
genannten Einflussfaktoren bei 3,5-4,5 % (FURLL, 2005).

2.2.1.25 Eiweil3

Auch beim Milcheiweild handelt es sich um einen von den meisten bereits o. g.
Faktoren abhangigen und beeinflussbaren Milchinhaltsstoff. Proteine in der Milch
setzen sich aus Caseinen, Milchserumproteinen, Enzymen und Bestandteilen der
Membran der Fettkiigelchen zusammen (GURTLER u. SCHWEIGERT, 2000). Bei

Mastitiden kann der Eiweildgehalt entweder steigen oder sinken. Hierbei wird v. a. die
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qualitative Zusammensetzung der Proteine verandert. Auch im Kolostrum verschiebt
sich der Proteingehalt zugunsten der Immunglobuline.

Bei Energiemangel kommt es aufgrund verminderter Proteinsynthese im Pansen zu
einer Abnahme des MilcheiweilRes (SCHOLZ, 1990). Der Proteingehalt der Milch
wird seltener allein, sondern vielmehr in Verbindung mit dem Fettgehalt fir die
Stoffwechseldiagnostik bestimmt (FURLL, 1999).

2.2.1.2.6 Fett-Eiweil3-Quotient (FEQ)

Wie oben bereits erwahnt, sinkt der Milcheiweil3gehalt bei einem Energiedefizit,
wahrend der Milchfettgehalt dazu tendiert, zu steigen. Der gegenlaufige Trend der
beiden Parameter kann ausgenutzt werden, um eine Energiemangelsituation schnell

und sensibel zu erkennen. Dabei wird aus beiden Faktoren der Quotient gebildet:

Milchfett (%)

FEQ =
Milcheiweil’ (%)

Ein Vorteil der Bestimmung des FEQ ist es, dass die Einflussgrofe Milchmenge
hierbei entfallt. Nachteilig wirkt sich dagegen die =zeitlich unterschiedliche
Stabilisierung der beiden Parameter aus: erst ab der 3. bis 5. Laktationswoche hat
der FEQ eine ausreichende Aussagekraft. Er sollte zwischen 1 und 1,5 liegen
(FURLL, 2005).

2.2.1.2.7 Fett-Laktose-Quotient (FLQ)

In jungerer Zeit wird neben dem FEQ auch der Fett-Laktose-Quotient (FLQ)
bestimmt, der nach REIST et al. (2002) ein noch besserer Indikator fur die
Energiebilanz sein soll. Er korreliert mit dieser negativ, was in Untersuchungen von
SEGGEWISS (2004) bestatigt wurde. Laut STEEN et al. (1996) liegt bei Werten

> 0,8 eine Ketose vor.
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2.2.1.2.8 Ketonkorper

Die Bestimmung der Ketonkorper in der Milch ist sensibler als die des FEQ und hat
eine hohere Aussagekraft bezlglich Stoffwechselstorungen. Die Diagnostik ist
jedoch so aufwandig, dass sie in der Praxis weniger zum Einsatz kommt (SCHOLZ,
1990; FURLL, 2005). Bei einer Ketose steigen die Ketonkorper in der Milch rasch an.
Bei 0,1-0,2 mmol BHB pro Liter Milch spricht man von einer geringgradigen
Ketolaktie, bei 0,3-0,5 mmol/l von einer mittelgradigen und bei > 0,5 mmol/l von einer
hochgradigen Ketolaktie (FURLL, 2005).

2.2.1.3 Konditionsbeurteilung

2.2.1.3.1 Korperkondition und Stoffwechselstatus

Die Konditionsbeurteilung ist ein gut geeignetes Verfahren fur die Beurteilung der
Energiebilanz der Milchkuh Uber einen m. o. w. langeren Zeitraum hinweg. Bei jeder
Verfahrensart werden in verschiedenen Zeitabstdanden Daten erfasst und
anschlielend miteinander verglichen, so dass Veranderungen der Korperkondition
deutlich werden. Da Kuhe das meist zu Beginn der Laktation bestehende
Energiedefizit GUber Mobilisation korpereigener Reserven (meist des Korperfetts)
ausgleichen, macht sich dies uUber Verlust von Fettgewebe bemerkbar. Nach
WILDMAN et al. (1982) kann auch in der Spatlaktation eine exzessive Lipolyse
erkannt werden und so z.B. Stoffwechselstorungen in der darauf folgenden
Frahlaktation vorgebeugt werden.

Es sind nach STAUFENBIEL und SCHRODER (2004) drei Verfahren méglich:

e Lebendmassewagung
e Body Condition Scoring (BCS)
e Messung der Ruckenfettdicke (RFD)

2.2.1.3.1 Verfahren zur Konditionsbeurteilung

2.2.1.3.1.1 Lebendmassewagung

Bei der Lebendmassewagung (LM) handelt es sich um eine einfache, nicht-invasive

aber auch relativ ungenaue Methode zur Bestimmung der Korperfettreserven. Das
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Kdérpergewicht hangt u. a. von der Rahmengréflie des Tieres, dem Fulllungszustand
des Verdauungstraktes und bei trachtigen Tieren vom Gewicht des Uterus samt
Inhalt ab (STAUFENBIEL u. SCHRODER, 2004). Vorteil der Methode ist, dass
sowohl Fett- als auch Proteindepots erfasst werden (STAUFENBIEL, 1993). Jlingere
Kihe bis zur 3. Laktation befinden sich noch in der Phase des Proteinansatzes und
nehmen in der 1. Laktation sogar noch zu. Erst ab der 3. Laktation laufen Fettabbau
und Lebendmasseverlust parallel ab. Kihe kdnnen dabei in kurzer Zeit eine groRere
Menge Korpergewicht verlieren. Friher galt ein Lebendmasseverlust von 50 kg in der
Friihlaktation als physiologisch (STAUFENBIEL u. SCHRODER, 2004). Da sich die
Korperzusammensetzung verandert und somit auch der Energiegehalt pro kg
Korpergewicht, spiegelt die Lebendmasseveranderung den Energiehaushalt auch bei
alteren Kihen zu ungenau wider und wurde deshalb von anderen Verfahren
weitgehend abgeldst (STAUFENBIEL, 1993; STAUFENBIEL u. SCHRODER, 2004).

2.2.1.3.1.2 Body Condition Scoring

Im Gegensatz zur LM handelt es sich beim Body Condition Scoring (BCS) um eine
subjektive Untersuchungsmethode. Dabei werden bestimmte Punkte an der Huft-
und Lendenregion der Kuh betrachtet und/oder palpiert und die subkutane
Fettschicht (das metabolisierbare Fett- und Muskeldepot) subjektiv eingeschatzt
(WILDMAN et al., 1982; EDMONSON et al., 1989). Laut EDMONSON et al. (1989)
reicht die Betrachtung markanter Punkte aus. Eine Palpation ist also nicht notig, was
die Methode noch vereinfacht. Die Bewertung erfolgt anhand von Noten von 1-5 (s.
Abb. 1). Dabei werden die Noten je nach Kondition verteilt (1 = extrem mager bis
5 = verfettet). Man geht dabei nach dem Indexsystem von EDMONSON et al. (1989,
modifiziert von R. MANSFELD in MARTIN et al., 2007) in 0,25-0,5-Schritten vor
(Abb. 1). Zum Zeitpunkt der Kalbung wird eine Konditionsnote zwischen 3,25 und
3,75 angestrebt, ideal ist eine Note von 3,5 (HEUWIESER u. MANSFELD, 1992;
METZNER et al., 1993). Die tolerierbare negative Veranderung des BCS im
peripartalen Zeitraum wird von den meisten Autoren mit <1 BCS-Note angegeben
(SALTMAN, 1990; FERRY, 1992; HEUWIESER u. MANSFELD, 1992; METZNER et
al., 1993), RUEGG et al., (1992) tolerieren sogar weniger (< 0,75).
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Abb. 1: BCS-Indextafel nach EDMONSON et al. (1989), modifiziert von
R. MANSFELD (in MARTIN et al., 2007)

2.2.1.3.1.3 Messung der Rickenfettdicke und der Muskeldicke

Als Ruckenfett wird die subkutane Fettschicht bezeichnet, die sich zwischen der Haut
und der Fascia trunci profunda Uber dem M. glutaeus medius und dem M.
longissimus dorsi befindet. Die Dicke der subkutanen Fettschicht korreliert eng mit
dem Gesamtkorperfettgehalt des Rindes (SCHRODER u. STAUFENBIEL, 2006).

Die Messung der Ruckenfettdicke (RFD) erfolgt meistens per Ultraschall, wobei
invasive Methoden mittels penetrierender Nadel ebenfalls beschrieben wurden
(STAUFENBIEL, 1992), heute aber als obsolet anzusehen sind (SCHRODER u.
STAUFENBIEL, 2006). Es wurden zwei mogliche Stellen zur Messung der RFD
beschrieben: nach STAUFENBIEL (1992) und KLAWUHN (1992) liegt der
Untersuchungsbereich sakral, d. h. auf einer Verbindungslinie zwischen dem oberen

Tuber coxae und dem dorsalen Tuber ischiadicum, ca. eine Handbreit neben dem
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Tuber ischiadicum. Sie wahlten diese Stelle fur die RFD-Messung aus, weil dort die
Korrelation zwischen RFD und Kérperfettgehalt am héchsten war (R?= 0,90), und die
Stelle leicht auffindbar und zuganglich ist. BRUCKMAIER et al. (1998) schlagen
dagegen einen lumbal gelegenen Bereich vor. Dieser befindet sich auf dem M.
longissimus dorsi, im rechten Winkel zu den Dornfortsatzen im Bereich des
5. Lendenwirbels zwischen 12. und 13. Rippe. Der Messbereich wird rasiert und fur
einen besseren Kontakt des Linearschallkopfs (5,0-7,5 MHz) wird entweder
70-80%iger Alkohol oder Paraffindl aufgetragen (BRUCKMAIER et al., 1998;
SCHRODER u. STAUFENBIEL, 2006). Im Ultraschallbild sind die verschiedenen
Strukturen aufgrund der unterschiedlichen Schalldichte der Gewebe gut zu erkennen.
Die Hautdicke in diesem Bereich betragt ca. 5—-6mm. Die tiefe Korperfaszie zeichnet
sich auf dem M. glutaeus liegend als dunne weil3e Linie ab. Zwischen Haut und der
Faszie liegt das zu messende Riickenfett (SCHRODER u. STAUFENBIEL, 2006). Es
werden zwei Bilder pro Tier angefertigt, um die maximale Muskeldicke des

M. longissimus dorsi/M. glutaeus medius ebenfalls messen zu kdnnen.

2.2.1.4 Vergleich der Methoden BCS und RFD

Im Vergleich zum BCS ist die Messung der RFD eine objektive Messmethode. Beide
Methoden sind einfach in der Ausfuhrung, nicht-invasiv und relativ schnell in der
Durchfihrung.

Obwohl das BCS eine subjektive Messmethode darstellt, konnten EDMONSON et al.
(1989) feststellen, dass nahezu alle Anwender, ob erfahren oder unerfahren, mit den
Einschatzungen der Konditionsnoten gut Gbereinstimmten.

Beide Methoden korrelieren eng miteinander: Die Abnahme von einer Konditionsnote
ist rasseabhangig mit durchschnittlich 50kg Korperfettverlust gleichzusetzen (OTTO
et al.,, 1991; BUSKIRK et al.,, 1992; WALTNER et al.,, 1994; KOMARAGIRI et al.,
1998) und 1mm der RFD entspricht ca. 5kg Korperfett (KLAWUHN u.
STAUFENBIEL, 1997). Daraus folgt, dass eine Konditionsnote ca. 10 mm Ruckenfett
entspricht.

Im Vergleich zum BCS ist die Messung der RFD aufgrund ihrer Objektivitat genauer
und sensitiver. Je nach Rasse, Alter und Kondition der Kihe kann es beim BCS zu
einer Unter- oder Uberschatzung der Kondition der Kilhe kommen (LOSCHNER u.
STAUFENBIEL, 1996). MOSENFECHTEL et al. (2000) ziehen bei Braunvieh-Kiihen
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die Messung der RFD vor, auch SCHRODER u. STAUFENBIEL (2006) erwéhnen als
Vorteile der RFD die Sensitivitat auch in Bezug auf kleinere Veranderungen, die mit
BCS schwierig zu erfassen sind. STAUFENBIEL (1997) schlagt zudem vor, beide

Methoden miteinander zu kombinieren.

2.2.2 Der Stoffwechsel der Hochleistungskuh in der

peripartalen Phase

Aufgrund ihrer hohen Milchleistung hat die Hochleistungskuh rund um den
Geburtszeitpunkt mit zahlreichen Stoffwechselstorungen und daraus resultierenden
Sekundarerkrankungen zu kampfen. Aber auch umgekehrt konnen Primarleiden
Ursache fur Stoffwechselprobleme sein. Meistens lassen sich die einzelnen
Erkrankungen nicht voneinander trennen und treten gemeinsam oder zeitlich
uberlappend auf. In ihrer Gesamtheit werden sie als ,peripartaler Krankheitskomplex®
zusammengefasst (ROSSOW, 2003a). Dazu zahlen:

Fettmobilisationssyndrom
o Ketose

e Gebarparese

e Metritis/Endometritis

e Retentio secundinarum

e Tot- und Schwergeburten
e Fruchtbarkeitsstérungen
e Pansenazidose

e Labmagenverlagerung

e Klauenrehe

e Mastitis

AnschlieBend wird lediglich auf die primar den Stoffwechsel betreffenden
Erkrankungen wie das Fettmobilisationssyndrom (FMS) und die Ketose

eingegangen.
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22.2.1 Fettmobilisationssyndrom (FMS)

Das FMS setzt bereits kurz vor dem Partus ein und kann bis ca. 3 Wochen p. p.
(ROSSOW, 2003b) andauern. In dieser Zeit steigt der Energiebedarf der Milchkuh
durch die Hochtrachtigkeit und beginnende Laktation um ein Vielfaches. Da die
Futteraufnahme zu diesem Zeitpunkt aufgrund erhéhter Ostrogenkonzentration im
Blut (FORBES, 1986) trotz des hoheren Energiebedarfs reduziert wird, kommt es zu
einer Entgleisung des Stoffwechsels. Um das Energiedefizit auszugleichen, wechselt
der Organismus von einer anabolen in eine katabole Stoffwechsellage (STOBER,
2002). Der Organismus versucht dann, das Energiedefizit durch die Mobilisierung
korpereigener Energiereserven (Fettdepots) auszugleichen. Dabei werden verstarkt
langkettige, nicht-veresterte (freie) Fettsauren (FFS, NEFA) ins Blut abgegeben. Von
dort aus gelangen sie zu verschiedenen Geweben, wo sie der Energiegewinnung
dienen. Im Euter werden sie zur Milchfettsynthese genutzt. Uberschiissige FFS
gelangen in die Leber, wo sie zu Triglyzeriden verestert und in dieser Form in den
Hepatozyten gespeichert werden. Der Abbau erfolgt entweder durch Oxydation im
Zitratzyklus oder durch Bildung von Ketonkorpern, auRerdem erfolgt ein Einbau in
Lipoproteine (VLDL), welche Uber das Blutsystem aus der Leber abtransportiert
werden. Der Abtransport von Fetten durch VLDL ist aber generell bei Kihen sehr
langsam und verlangsamt sich mit fortschreitender Verfettung der Leber immer mehr
(GRUMMER, 1993). Ein Mangel an Glucose wirkt zusatzlich pradisponierend fur die
Entstehung des FMS: da die Gluconeogenese Vorrang vor dem Fettabbau hat, fur
beides aber Oxalacetat bendtigt wird, leidet schliellich der oxidative Fettabbau
(STOBER, 2002). So steigt der Gehalt der FFS im Blut immer weiter an, die Leber
lagert das Fett zunehmend ein und die sogenannte ,Fettleber” ensteht. Bei
hochgradiger Verfettung der Leberzellen kommt es durch intrazellulare Hypoxie und
Energiemangel zu Schadigungen des Zellkerns und weiterer Zellorganellen (z.B.
Mitochondrien).

Uber den Gehalt der FFS im Blut kénnen direkte Schllisse auf ein Engergiedefizit
gezogen werden. Auch der FEQ in der Milch ist ein Indikator fur das FMS: bei
erhdhtem Milchfettgehalt und gleich bleibender bzw. niedrigerer Proteinkonzentration
(FEQ > 1,5).

35



Literatur

2.2.2.2 Ketose

Die Pathophysiologie der Ketose ist eng verknipft mit der des FMS. Als Ketose
bezeichnet man das Vorkommen der drei Ketonkorper B-Hydroxybutyrat (BHB),
Acetacetat und Aceton im Blut. Es handelt sich hierbei um eine physiologische
Stoffwechselreaktion, die in Energiemangelsituationen eine koérpereigene Reserve
darstellt, die aber schnell entgleisen kann und dann pathologische Konsequenzen
nach sich zieht (LEAN et al. 1994). Ketonkorper konnen u. a. in der Muskulatur und
im Euter zur Energiegewinnung genutzt werden.

Die Ketose lasst sich in verschiedene Formen einteilen:

e primare Ketose
e sekundare Ketose

e alimentare Ketose

Unter primarer Ketose versteht man die UbermalRige Bildung von Ketonkorpern aus
uberschussigen Fetten. HOLTENIUS u. HOLTENIUS (1996) bezeichnen diese Form
als hypoglykamische, hypoinsulinamische Ketose. Sie entsteht vorwiegend ca. 3—6
Wochen nach dem Abkalben und ist bedingt durch einen Glucosemangel, der zu
einer verstarkten Fettmobilisation fuhrt. Bei der (reduzierten) Gluconeogenese wird
das beim Fettabbau bendtigte Oxalacetat verbraucht und verhindert somit die
oxidative Fettverbrennung. Die Uberschussigen Fettsauren werden zu Ketonkorpern
abgebaut.

Als sekundare Form, laut HOLTENIUS u. HOLTENIUS (1996) auch die
hyperglykamische, hyperinsulinamische Form, wird der Zustand bezeichnet, wenn es
aufgrund einer Primarerkrankung (Mastitis, Nachgeburtsverhalten, Hypokalzamie,
Labmagenverlagerung etc.) zu einer verminderten Futteraufnahme und daraus
resultierendem Energiedefizit kommt.

Die alimentare Ketose entsteht durch hohen Gehalt an 3-Hydroxybutyrat im Pansen.
Dazu kann es nach Aufnahme schlechter Silage mit hohen Gehalten an Buttersaure
kommen (FURLL, 2002).

Die pathophysiologischen Vorgange der verschiedenen Ketoseformen sind eng
miteinander verknupft und eine akkurate Trennung ist selten moglich, da mehrere
Erkrankungen oft nebeneinander persistieren. Es kann zu einer Kklinischen

Symptomatik mit Erhdhung der Ketonkoérperkonzentration in Blut, Harn und Milch
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sowie einem Rlckgang der Futteraufnahme und Milchleistung bis hin zur nervésen
Form kommen. Die weit haufiger vorkommende subklinische Ketose kann Folgen wie
Milchruckgang, verminderte Fruchtbarkeit und herabgesetzte Immunabwehr nach
sich ziehen (FURLL, 2002).

2.2.2.3 Beziehungen zwischen peripartalen
Stoffwechselstérungen und Abwehrmechanismen des

Euters

Es ist bekannt, dass die Anfalligkeit der Milchkuh fir Mastitiden in der peripartalen
Phase besonders hoch ist (LOTTHAMMER et al., 1988). Die Phase der hochsten
Mastitisinzidenz findet zeitgleich mit der Entgleisung des Stoffwechsels statt, von der
hauptsachlich pluripare Hochleistungskihe betroffen sind (SURYIASATHAPORN et
al., 2000). Aus diesem Grund werden Stoffwechselstorungen und ein gehauftes
Auftreten von Mastitiden in Zusammenhang gebracht. Eine mogliche und sehr
wahrscheinliche Ursache hierfur ist eine beeintrachtigte Immunabwehr, die das
Entstehen einer Mastitis und anderer Infektionen (z.B. Metritis) begunstigt.

Erhéhte Konzentrationen der Ketonkérper Acetoacetat, R-Hydroxybutyrat (BHB) und
Aceton werden in der Literatur oft direkt mit einer Schwachung der Immunabwehr
des Euters in Zusammenhang gebracht (TARGOWSKI u. KLUCINSKI, 1983;
KEHRLI et al, 1989; KREMER et al, 1993; HOEBEN et al, 1997;
SURYIASATHAPORN et al., 1997; SURYIASATHAPORN et al., 2000; WALLER,
2000). KLUCINSKI et al. (1988) untersuchten die Auswirkungen der einzelnen
Ketonkorper auf die Phagozytoseaktivitat von Makrophagen und PMN aus Milch und
Blut in vitro und konnten eine stark inhibierende Wirkung der Ketonkdrper feststellen.
Dabei wurden die Makrophagen starker gehemmt als die PMN. Ahnliche Ergebnisse
erhielten auch HOEBEN et al. (1997) und SURYIASATHAPORN et al. (1999), die
ebenfalls in In-vitro-Versuchen feststellten, dass BHB eine inhibierende Wirkung auf
die Chemilumineszenz bzw. die Chemotaxis der PMN hat. In anderen Studien
(LOTTHAMMER et al., 1988; KREMER et al., 1993; JANOSI et al., 2003) wurde die
Mastitisanfalligkeit und —schwere bei Kihen mit Hyperketonamie untersucht und
auch hier jeweils eine signifikant erhohte Mastitisanfalligkeit festgestellt. JANOSI et
al. (2003) zufolge ist die BHB-Konzentration im Serum ein geeigneter Parameter, um

eine Mastitis in der postpartalen Phase vorauszusagen. KEHRLI et al. (1989)
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wahlten unabhangig von einer Ketose einen Untersuchungszeitraum von
durchschnittlich 7 Wochen a. p. bis ca. 4 Wochen p. p. und fanden heraus, dass die
Funktionalitat der PMN vor allem p. p. beeintrachtigt war. Die Ingestion von Bakterien
war jedoch p. p. eher erhoht.

Der genaue Mechanismus, der der Hemmung der Abwehrzellen durch Ketonkorper
zugrunde liegt, ist noch unbekannt. Eine Blockade der Rezeptoren fur die Erkennung
von Bakterien und eine Veranderung des Membranpotentials der Zellen und somit
Verhinderung der Adhasion der Bakterien an die Zelloberflache wurden diskutiert
(KLUCINSKI et al., 1988).

Neben den negativen Auswirkungen der Ketose werden auch andere
stoffwechselspezifische Umstande fur die geschwachte Abwehr in der postpartalen
Phase verantwortlich gemacht. LOTTHAMMER et al. (1988) sehen in der durch
Energiestoffwechselstérungen bedingten Leberbelastung und -insuffizienz einen
Grund fur die Immunsuppression. Sie sehen auch in azidotischen Zustanden und
einer daraus folgenden pH-Wert-Verschiebung im Euter eine mogliche Ursache fur
eine Erhohung der Infektionsgefahr. Nach WEIGT (1983) wirkt sich der wahrend
einer Ketose entstehende Glucosemangel negativ auf die Phagozytose der PMN

aus.

2.3 Einflisse verschiedener Melksysteme auf die

Eutergesundheit und —immunitat

Einflusse verschiedener Melksysteme auf die Eutergesundheit auf Herdenbasis
wurden erst in letzter Zeit intensiver untersucht. Ein Grund hierfir mag sein, dass die
ersten Melkroboter (nachfolgend AMS — automatisches Melksystem) erst 1992 in
Betrieb genommen wurden. In den verschiedenen Studien wurden vielfach
Milchleistung und Zellzahl Uberprift und dabei Milch von in konventionellem
Melkstand gemolkenen Kihen mit Milch von im AMS gemolkenen Tieren verglichen
(SCHWARZER, 2000; KELTON et al., 2001; HAMANN u. REINECKE, 2002; DAVIS
u. REINEMANN, 2002; WIRTZ et al., 2003). Die Ergebnisse der verschiedenen
Studien sind widerspruchlich. Haufig wird Uber erhdhte Zellzahlen in der Tankmilch
der AMS-Gruppe berichtet (SCHWARZER, 2000; KELTON et al., 2001; DAVIS u.
REINEMANN, 2002; WIRTZ et al., 2002). Hinsichtlich der Milchleistung (ML) gab es
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widersprichliche Ergebnisse; DAVIS u. REINEMANN (2002) beobachteten eine
signifikant hohere ML in der AMS-Gruppe, WIRTZ et al. (2002) stellten keinen
Anstieg der ML fest.

Ob ein Zusammenhang zwischen Melktechnik und Eutergesundheit besteht, scheint
von mehreren Faktoren abzuhangen. Die Erwartungen, die in AMS gesteckt wurden,
haben sich bisher nur teilweise erfullt. Nach PALLAS u. WENDT (2001) und
HAMANN u. REINECKE (2002) kam es zu einer Verbesserung der Eutergesundheit
im AMS, keinen wesentlichen Unterschied in der Eutergesundheit bei den
Vergleichsgruppen AMS - Melkstand fanden dagegen DAVIS u. REINEMANN
(2002). Nicht selten war der Keimgehalt in der AMS-Gruppe erhéht (SCHWARZER,
2000; RODENBURG u. KELTON, 2001; WIRTZ et al., 2002). Als mdgliche Grinde
fur die unwesentliche Verbesserung der Milchqualitdt werden eine noch nicht
ausgereifte Technik und mangelnde Hygiene der AMS angegeben. Grindliche
Hygiene des AMS selbst und der Zitzen sind eine wichtige Voraussetzung fir die
Produktion von keimarmer Milch und der Erhaltung einer stabilen Eutergesundheit
(PALLAS u. WENDT, 2001).

Ob die unspezifische Abwehr der Milchdrise durch das Melksystem beeinflusst wird,
wurde bisher wenig untersucht. Es bleibt abzuklaren, ob das haufigere Melken im
AMS eine gesteigerte Phagozytoseleistung nach sich zieht, da alte, ,verbrauchte®
PMN ofter herausgespult werden und frische, leistungsfahige PMN nachricken
(WENDT, 1992; ZECCONI u. SMITH, 2000). Die meist héhere Melkfrequenz im AMS
sorgt durch den Milchfluss aulierdem flr eine bessere Durchspllung des
Zitzenkanals, d.h. den Mastitiserregern bleibt weniger Zeit, sich an die
Zitzenkanalschleimhaut anzuheften (RASMUSSSEN et al.,, 2001). Eine erhohte
Melkfrequenz kann sich auch nachteilig auf das Zitzengewebe auswirken, da es zu
einer hohen mechanischen Belastung der Zitzen kommt (HOGEVEEN u.
WEMMENHOVE, 1999). Einen moglichen indirekten Zusammenhang zwischen dem
Melkvorgang im AMS und einer verminderten Abwehr konnte in der hoheren
Stressbelastung der AMS-Klihe liegen. Nach WENZEL (1999) waren im AMS
gemolkene Kuhe gestresster als die Vergleichsgruppe im Melkstand und wiesen

deutlich erhohte Milchkortisolwerte auf.
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3 Eigene Untersuchungen
3.1 Material und Methoden
3.1.1 Tiergut und Material

3.1.1.1 Tiergut

Fir die eigenen Untersuchungen standen 29 Milchkihe der Rasse Deutsche
Holsteins Farbrichtung Rotbunt aus der Herde eines Versuchsguts zur Verfligung.
Die Tiere befanden sich in der ersten bis siebten Laktation (1. Laktation n =10, 2.
Laktation n = 8, 3. Laktation n = 4, 4. Laktation n = 2, 5. Laktation n = 1, 6. Laktation
n=3, und 7. Laktation n=1). Alle Kihe wurden unter gleichen Bedingungen in

einem Liegeboxenlaufstall gehalten.

3.1.1.2 Melksysteme

14 Kuhe wurden zweimal taglich in einem Fischgraten-Melkstand (Doppelsechser,
Fa. DelLaval, Hamburg) gemolken und 15 Testtiere wurden mit einem Automatischen

Melksystem (AMS) der Firma DelLaval, Hamburg gemolken.

3.1.2 Methoden

3.1.2.1 Untersuchungs- und Probenplan

Jede Kuh wurde Uber einen Zeitraum von 14 Wochen untersucht und beprobt, dabei
begann jede Versuchsreihe in der Woche des errechneten Abkalbetermins und
endete 14 Wochen post partum.

Die klinische Untersuchung des Euters und die Blutprobenentnahme erfolgten ab
dem Kalbezeitpunkt bis zur 10. Woche wochentlich, dann noch je einmal in der
12.und in der 14. Woche. Die Probennahme fur die Untersuchungen des
Milchsekrets (Hauptgemelk) auf Milchinhaltsstoffe erfolgte wdchentlich, wobei die
Proben je zur Halfte aus Morgen- und Abendgemelk bestanden. Die Kérperkondition
wurde alle 14 Tage nach Messung der Ruckenfett- und Muskeldicke und nach Body

Condition Scoring beurteilt.
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Die Proben fir den Phagozytosetest (n = 28) und das Differentialzellbild in der Milch
(n = 29) wurden von zufallig ausgewahlten Kihen der Herde genommen. Jede Kuh
wurde im Versuchsverlauf drei Mal beprobt. Die drei Probenentnahmen erfolgten in
den Zeitraumen 0.—4. Woche p. p., 5.-8. Woche p. p. und 10.-14. Woche p. p.
(nachfolgend als ,1.-3. Messung bezeichnet). Dabei wurde bei jeder Kuh der
Abstand zwischen zwei Probenentnahmen gleichmallig eingehalten. Der Abstand
zwischen der 1. und 2. Probenentnahme betrug 4 Wochen, der zwischen 2. und
3. Probenentnahme betrug sechs Wochen. Aus denselben Proben wurde Material fur
den Lysozymtest (n = 28) verwendet. Dieses wurde bei —18 °C eingefroren und erst

nach Abschluss der erstgenannten Untersuchungen weiterverarbeitet.

Tab. 4: Ubersicht des Probenplans

Messung
Wochentlich alle 14 1 2 3
Tage
0.-4. 5.-8. 10.-14.
Woche p.p. [Woche p.p.| Woche p.p.

- Klinische - Korper- - Milchprobenentnahme fur

Untersuchung | Konditions- | Phagozytosetest, Differentialzellbild

des Euters Erfassung | und Lysozymtest

(BCS,

- Blutproben f. RFD, MD)

Proben- Stoffwechsel-
Entnahme| Parameter

- Milchproben f.
Stoffwechsel-
Parameter u.
Milchinhalts-
Stoffe

BU = Bakteriologische Untersuchung; BCS = Body Condition Scoring, RFD =
Ruckenfettdickenmessung, MD = Muskeldickenmessung

3.1.2.2 Klinische Untersuchung des Euters

Bei der Untersuchung des Euters wurde wie bei GRUNERT (1990) beschrieben
vorgegangen. Sie erfolgte wochentlich durch Adspektion und Palpation des Euters.

Dabei wurde bei der Adspektion auf Veranderungen der Euter- und Zitzenhaut,
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Strichkanalhyperkeratosen, Umfangsvermehrungen des Euters und spontanen
Milchfluss geachtet. Zusatzlich wurde das Euter in der ersten und letzten Woche des
Untersuchungszeitraums auf GroRRe, Sitz und Form, Zitzen- und Zitzenkuppenform,
Stellung der Zitzen zueinander und Abstand des Euters zum Boden untersucht.

Bei der Palpation wurden Euterhaut, Drisengewebe und —zisternen und die Zitzen
beurteilt. Im Anschluf® an die Palpation wurde die Durchgangigkeit des Strichkanals
durch Ermelken von etwas Milch Uberprift und abschlieRend die Euterlymphknoten

aufgesucht und palpiert.

3.1.2.3 Beurteilung des Vorgemelks

3.1.2.3.1 Grobsinnliche Untersuchung

Die Beurteilung des Vorgemelks erfolgte wochentlich. Vor dem Melken wurde etwas
Milch in eine California-Mastitis-Testschale gemolken und grobsinnlich auf
pathologische  Veranderungen (farbliche und geruchliche Abweichungen,

Beimengungen) untersucht.

3.1.2.3.2 California-Mastitis-Test

Nach grobsinnlicher Untersuchung erfolgte die Zugabe von California-Mastitis-
Testflussigkeit zum Milchsekret. Anhand der Konsistenzanderung des Sekrets
(Schlieren- oder Gelbildung) wurde die Zellzahl der Milch der einzelnen Viertel

semiquantitativ bestimmt.

3.1.2.4 Bestimmung der Zellzahl und der Milchinhaltsstoffe

Die Bestimmungen der Zellzahl und der Milchinhaltsstoffe wurden durch den
Milchprifring Bayern e.V. durchgefiihrt. Die Beprobung der Versuchstiere erfolgte
wochentlich.

Je Probe wurden 34 ml Milch (Hauptgemelk) in spezielle, eine Natriumazid-haltige
Konservierungsflussigkeit enthaltende Rohrchen geflllt. Bis zur Weiterverarbeitung
der Proben im Labor des Milchprifrings wurden die Réhrchen durchgehend bei 4 °C

gelagert.
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3.1.25 Phagozytosetest
3.1.2.5.1 Vorversuche

3.1.2.5.1.1 Negativkontrolle mit Cytochalasin B

Um adharente von ingestierten E.coli unterscheiden zu kénnen, wurde im Vorfeld
eine Negativkontrolle angefertigt.

Dazu wurden die Phagozyten vor der Inkubation mit den fluoreszierenden Keimen
mit Cytochalasin B (Cytochalasin B, Sigma-Aldrich) vorinkubiert, wodurch die
Zellfunktion weitgehend ausgeschaltet und so eine Phagozytose der Keime
unterbunden wurde. Bei Cytochalasin B (CB) handelt es sich um ein Pilzgift, das u. a.
aus Helminthosporium dematioideum gewonnen wird. CB verursacht eine reversible
Hemmung der kontraktilen Mikrofilamente der Zelle, indem es die Polymerisation des
Aktins unterbindet. In Folge dessen kommt es zu einer Hemmung der
Phagozytosefahigkeit der Zellen.

Das kristalline CB wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in DMSO gel6st und
portioniert bei -18 °C eingefroren und aufbewahrt. Die Milchprobe wurde einer
klinikeigenen Kuh mit erhdhter Zellzahl entnommen. Die Herstellung der Zell- und
Bakteriensuspension erfolgte wie im Phagozytosetest selbst (s. 3.1.2.5.2).

Vor der Inkubation der Zellsuspension mit der Bakteriensuspension wurde den Zellen
CB-Lo6sung in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Es wurde dabei mit einer
Konzentration von 20 pyg/ml begonnen, danach wurde die Konzentration um jeweils
20 ug/ml bis zu einer Endkonzentration von 120 ug/ml erhéht. Die Zellsuspensionen
mit den verschiedenen CB-Konzentrationen wurden 30 Minuten im Brutschrank bei
37 °C inkubiert und anschlieBend mit der Bakteriensuspension versetzt. Es folgte
eine weitere Inkubation im Brutschrank uber 60 Minuten. AnschlieRend wurde die
Phagozytoseaktivitat bestimmt. Ab einer Konzentration von 80 ug/ml war keine

Phagozytose mehr erkennbar.
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3.1.2.5.2 Durchfihrung des Tests

FUr den Phagozytosetest wurde Milch von insgesamt 28 Kuhen verwendet. Im
Rahmen des Melkvorgangs wurde ein Viertelgemelk mit einem Viertelmelker
entnommen. Die Milchproben wurden in 1000 ml Transportgefal’e umgefullt und bis
zur Verarbeitung bei 4 °C aufbewahrt. Innerhalb sechs Stunden wurde der

Phagozytosetest durchgefihrt (Tab. 5).

3.1.2.5.2.1 Gewinnung von Milchzellen und Milchserum

Begonnen wurde mit der Herstellung einer Zellsuspension. Dazu wurden je 120 ml
Milch in zwei 250 ml Zentrifugenbecher abgeflllt. Das Waschen der Milchzellen
erfolgte in einer Hochleistungszentrifuge. Die Zellen wurden 30 Minuten bei
3000 U/min (1700 g) und 4 °C zentrifugiert. Der dabei entstandene Fettlayer wurde
mit einem Lo6ffel abgehebert. Von jeder Probe wurden 40 ml Milchserum abpipettiert
und bei -18 °C fur die Weiterverarbeitung im Lysozymtest aufbewahrt.

Das restliche Milchserum wurde abgesaugt. Das sich am Boden der
Zentrifugenbecher abgesetzte Zellpellet wurde mit 2 ml PBS (PBS™, ohne Ca'*/Mg™",
Stocklésung 9,6 g/l, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 0,5 % BSA
(Albumin, Bovines, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) resuspendiert und
in ein 16 ml Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Die Becher wurden anschliefend
nochmals mit 2 ml PBS-Lésung (+ 0,5 % BSA, pH 6,9) ausgewaschen. Der zweite
Zentrifugationsschritt erfolgte Uber 15 Minuten bei 2200 U/min (1000 g) und 4 °C. Der
Uberstand wurde wiederum abgesaugt und das Zellpellet mit je 2 ml PBS (+ 0,5 %
BSA; pH 6,9) resuspendiert. Die nachste Zentrifugation erfolgte 10 Minuten bei
1100 U/min (200 g) und 4 °C. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis der Uberstand klar
war.

Zum Abschluss wurde der Uberstand abgesaugt und die verbliebenen Zellpellets je
nach GrolRe mit 40 —-120 yl PBS (+0,5% BSA; pH 6,9) resuspendiert, beide
Suspensionen in eine 1,5 ml Eppendorf-Tube (Reaktionsgefald 3810, Fa. Eppendorf

AG, Hamburg) Uberfuhrt und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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3.1.2.5.2.2 Bestimmung der Leukozytenkonzentration der

Zellsuspension und der Vitalitat der Zellen

Um eine Aussage Uber das Verhaltnis von lebenden zu toten Zellen zu erhalten,
wurde eine Lebend-Tot-Farbung der Zellen mit Trypanblau (C.l. 23850, direct blue
14, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) vorgenommen. Der Farbstoff dringt
durch die beschadigte Membran abgestorbener Zellen ein und farbt diese blau. Vitale
Zellen erscheinen aufgrund intakter Zellmembran weild (Abb. 2). Fir die Farbung
wurde zuvor eine 0,5%ige Stocklésung hergestellt. 10 ul Zellsuspension wurden mit
20 yl Trypanblau-Stockldsung vermischt. Fir die Auszahlung lebender und toter
Zellen wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Es wurden 40
Leukozytenfelder mit einer Groéfke von je 0,04 mm? und einer Héhe von 0,1 mm unter
einem Lichtmikroskop ausgezahlt. Falls die Suspension so zellreich war, dass die
Zellen nicht auszahlbar waren, wurde mit PBS-Ldsung (+ 0,5 % BSA; pH 6,9) weiter

verdunnt, bis die Zellen in der Zahlkammer nebeneinander zu liegen kamen.

Abb. 2: Lebend-Tot-Farbung der Zellen mit Trypanblau. Blaue Zellen (schwarzer
Pfeil) sind tot, weilRe Zellen (weilder Pfeil) lebend.
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Nach erfolgter Zahlung wurden die Zellkonzentration der Zellsuspension (ZK/ul) und

der Vitalitatsquotient (VQ) nach folgenden Formeln berechnet:

ZK/ul = X/40*25*10* VF X = gezahlte Zellen gesamt
40 = Zahl der ausgezahlten Felder

25 = Kehrwert der Flache eines
Feldes

10 = Kehrwert der Hohe der
Kammer

VF = Verdunnungsfaktor

VQ (%) = VZ*100/ ZK VZ = Vitale Zellen

3.1.2.5.2.3 Herstellung der Bakteriensuspension

Zur Sichtbarmachung der Phagozytose unter dem Mikroskop wurden Bakterien
verwendet, die mit einem fluoreszierenden Farbstoff angefarbt waren (Escherichia
coli K12 Strain BioParticles®, BODIPY® FL conjugate, Fa. MoBiTec, Gottingen) und
dessen Absorptionsmaximum bei 505 nm und Fluoreszenzemissionsmaximum bei
513 nm liegt. Die Keime wurden nach Lieferung zunachst in 500 ul gefilterter 2 mmol
Natriumazidldsung gelost und konnten in dieser Form bei Kuhlschranktemperatur
aufbewahrt werden. Um die Phagozytose der Bakterien durch die Leukozyten zu
verstarken, wurden die Keime zuvor opsoniert. Dies erfolgte mit Hilfe eines
Opsonierungsreagenz  (Escherichia coli BioParticles® opsonizing reagent, Fa.
MoBiTec, Gottingen), welches in 500 pl filtrierter PBS-Losung gelost wurde und
ebenfalls bei 4 °C aufbewahrt wurde.

Far die Herstellung der Bakteriensuspension wurden ca. 10 ml PBS-Losung auf
einen pH von 6,9 eingestellt und filtriert.

Jeweils 10 ul E.coli-Suspension und Opsonierungsreagenz-Lésung wurden mit
100 pl filtrierter PBS-L6sung vermischt und eine Stunde bei 37 °C unter standigem

Mischen im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss erfolgte das Waschen der Keime
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durch zweimalige 15-minltige Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei
Raumtemperatur und 1100g. Nach jedem Zentrifugationsschritt wurde der
Uberstand abgesaugt, das Keimpellet nach der ersten Zentrifugation mit 120 ul PBS-
Ldsung und nach der zweiten mit 250 ul PBS-Losung resuspendiert.

Zur Bestimmung der Keimzahl/ul Bakteriensuspension (KK/ul) wurde eine Zahlung
der Bakterien in der Neubauer-Zahlkammer unter einem Fluoreszenzmikroskop
vorgenommen. Dabei wurden insgesamt 64 Erythrozytenfelder mit einer GrofRe von
je 0,0025mm? und einer Hoéhe von 0,1mm ausgezahlt. 10 pl der
Bakteriensuspension wurden zunachst mit 500 yl PBS-Losung verdinnt. Dieser

Faktor wurde in der Formel zur Berechnung der KK/ul bertcksichtigt.

KK/ul = X /64 %400 * 10 * 51 X = gezahlte Keime
64 = Anzahl der ausgezahlten Felder
400 = Kehrwert d. Flache eines

Feldes (mm™)

10 = Kehrwert d. Hohe der Zahlkammer
(mm™)
51 = Verdlunnungsfaktor

3.1.2.5.2.4 Bestimmung der Phagozytoseaktivitat

Die Zellsuspension wurde in einem Verhaltnis von 1 : 25 (1 vitale Zelle : 25 Keime)
mit der Keimsuspension gemischt.

Das Zell-Keim-Gemisch wurde 90 Minuten bei 37 °C im Brutschrank unter standigem
Mischen inkubiert. Anschliefiend wurden die Proben eine Minute bei - 18 °C gekunhlt
um den Phagozytosevorgang zu beenden. AnschlieRend wurden je Probe 2 mal 5 pl
auf einen Objekttrager pipettiert, mit Deckglaschen abgedeckt und mit Nagellack

abgedichtet.
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Je Probe wurden 200 Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt (Abb. 3)
und der Phagozytosequotient (PQ) mit folgender Formel berechnet:

X
I

phagozytierende Keime
Vitalitatsquotient (%)

PQ (%) = 100% * X /VQ * 2

VQ

A B

Abb. 3. Phagozytose unter dem Fluoreszenzmikroskop. (A) PMN mit ingestierten
fluoreszierenden E. coli (Pfeil). (B) Drei PMN ohne ingestierte E. coli (weil3e Pfeile);
die Bakterien liegen in diesem Fall aulerhalb der Zellen (schwarzer Pfeil).
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Tab. 5: Tabellarische Zusammenfassung der Schritte des Phagozytosetests

Schritt

Tatigkeit

1. Gewinnung der
Milchzellen

Zentrifugation der Milch:

- 30 min bei 1700 gund 4 °C

- 15 min bei 1000 gund 4 °C

- 10 min bei 200 gund 4 °C >

- ggf. Wdh. d. letzten Schritts
bis Uberstand klar

- zwischen den
einzelnen Schrit-
ten jeweils Uber-
stand verwerfen
und Zellpellet
mit PBS re-

—  suspendieren

2. Bestimmung der
Leukozyten-
konzentration der
Zellsuspension und
Vitalitat der Zellen

Farbung:
- 10 pl Zellsuspension + 20 ul Trypanblau-Stocklsg.

Auszahlung:

- 40 Leukozytenfelder in Neubauer-Zahlkammer
(Lichtmikroskop)

- Berechnung der Zellkonzentration und des Anteils
an lebenden Zellen nach o. g. Formeln

3. Herstellung der
Bakteriensuspension

- 10 pl E.coli-Konzentrat + 10 pl
Opsonierungsreagenz mit 100 pl filtrierter PBS
mischen

Zentrifugation:

- 2 x 15 min bei 1100 g und Raumtemperatur,
dazwischen Verwerfen des Uberstands und
Resuspension des Keimpellets mit PBS

4. Bestimmung der
Keimkonzentration der
Bakteriensuspension

- Verdunnung der Bakteriensuspension mit 500 pl
PBS

Auszahlung:

- 64 Erythrozytenfelder in Neubauer-Zahlkammer
(Fluoreszenzmikroskop)

5. Bestimmung der
Phagozytoseaktivitat
der Leukozyten

- Mischen der Zell- mit der Bakteriensuspension
(Verhaltnis 1 : 25)

Inkubation:
- 90 min bei 37 °C im Brutschrank
Auszahlung:

- 200 Zellen (Kombination Licht-/Fluoreszenz-
mikroskop)

- Berechnung des Phagozytosequotienten
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3.1.2.6 Bestimmung der Lysozymkonzentration des

Milchserums

Fir die Bestimmung der Lysozymkonzentration im Milchserum kam eine modifizierte
Form des Agardiffusionstests nach OSSERMANN & LAWLOR (1966) und LIE et al.
(1986) zur Anwendung.

Das zur Durchfuhrung des Lysozymtests bendtigte Milchserum wurde bereits im
Rahmen der Zentrifugation bei der Zellgewinnung flir den Phagozytosetest
gewonnen (s. Punkt 3.1.2.5.2.1). Das Auftauen der Proben erfolgte im Kihlschrank
bei 4 °C.

3.1.2.6.1 Herstellung der Agarplatten

Fir die Herstellung des Agars wurden 100 ml PBS auf einen pH von 6,2 eingestellt.
Anschlieend wurden 0,86 g Agar (Agar Nr.1, neutral, Fa. Oxoid Limited, Hampshire,
GB) abgewogen und unter standigem Ruhren auf einem Magnetrihrgerat mit 80 ml
PBS (pH 6,2) vermischt. Der 1%ige Agar wurde 4 Stunden in einem Glasgefal}
autoklaviert. Als Testkeim wurde Micrococcus lysodeicticus (Micrococcus
lysodeicticus, lyophilized, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verwendet.
0,043 g des abgetodteten M. lysodeicticus wurden in 6 ml PBS geldst.

Nach dem Autoklavieren wurde der Agar abgekuhlt, die M.l.-Lésung unter standigem
Ruhren zugegeben. Das Agar-Keimgemisch mit einer Konzentration von 50 ug
M.l./ml wurde auf eine mit 70%igem Alkohol desinfizierte, waagerecht austarierte,
quadratische Agarplatte mit einer Seitenlange von 24 cm aufgegossen. Nach
Erstarren des Agars wurden mit einer handelsublichen Hautstanze (& 8 mm)

Vertiefungen im Abstand von 5 cm ausgestanzt.

3.1.2.6.2 Verarbeitung der Proben, Herstellung des

Lysozymstandards und Auswertung

Nach vollstandigem Auftauen der Milchproben wurden diese in Zentrifugenrohrchen
umgeflllt und in der Hochleistungszentrifuge 15 min bei 3000 U/min und 4 °C

zentrifugiert. AnschlielRend wurde der Fettiberstand abgesaugt. Da Casein die Lysis
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von M.l. behindert, wurde dieses ausgefallt. Dazu wurden die Proben durch
tropfenweise Zugabe von 2 N HCI auf einen pH von 3 angesauert. Die Kontrolle
erfolgte mit einem pH-Meter. Danach wurden die Proben nochmals 15 min bei
2200 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das Casein setzte sich dabei am Boden der
Zentrifugenbecher ab. Der Uberstand wurde in ein GlasgefaR umgefillt und der pH
durch Zugabe einer 2 N NaOH-Lo6sung auf einen Wert von 6,8 eingestellt. Je Probe
wurden 6 ml in 16 ml-Zentrifugenrohrchen eingefullt und eine Stunde bei 5000 U/min
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Kunststoffreagenzglaser tberfiihrt,
der pH nochmals kontrolliert und ggf. eingestellt. Abschlielend wurden je 50 pul als
Doppelansatz in die Vertiefungen des Agars pipettiert.

Lysozymstandards mit bekannter Konzentration wurden zusatzlich auf den Agar
aufgetragen. Als Standard wurde ein Hiuhnereiweillysozym verwendet (chicken egg
white lysozyme, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Aus 24,99 m filtrierter
PBS (+ 1% BSA) und 10 yl Standardlysozymlésung, Konzentration 10 mg/ml, wurde
eine Stammlosung mit einer Endkonzentration von 4 pg/ml hergestellt. Anschliel3end
wurde mit der filtrierten PBS-Losung eine Verdunnungsreihne mit 10
Verdinnungsstufen (Konzentration 2 ug/ml bis 0,0039 ug/ml) erstellt, bei welcher die
Konzentration der Stammlésung bei jedem Schritt halbiert wurde. Je

Verdunnungsstufe wurden ebenfalls 50 yl in Vertiefungen des Agars eingefulit.

Die Inkubation erfolgte 17 Stunden bei 37 °C. Je nach Lysozymkonzentration der
Standards bzw. der Proben ergaben sich rund um die Ausstanzungen durchsichtige
Lysiszonen, welche ausgemessen wurden (Abb. 4). Fur das Verhaltnis der
Lysiszonen der Standards zu ihren Konzentrationen ergab sich eine exponentielle
Funktion. Zur Berechnung der Lysozymkonzentration der Proben wurde der
Durchmesser der Lysiszonen in die Funktion, die sich flir den Standard ergeben
hatte, einbezogen (Abb. 5).
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Abb. 4: Agarplatte mit Lysozymstandard
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Abb. 5: Beispiel fur die Berechnung der Lysozymkonzentration

3.1.2.7 Differentialzellbild

Zur Ermittlung des Differentialzellbildes der Milch wurde eine indirekte
Immunfluoreszenzfarbung der Milchzellen nach RANKL (2004) durchgefuhrt. Diese
Methode in Anlehnung an die Protokolle von DELVES (1995) und CHEETHAM
(1998) ermaglicht es, Epithelzellen eindeutig von Makrophagen abzugrenzen. Bei
ausschlielicher Verwendung anderer Farbungen, wie z.B. der Farbung nach Wright,
ist dies aufgrund der ahnlichen Morphologie der beiden Zelltypen schwierig
(SANDGREN et al, 1991; RANKL, 2004). Bei der indirekten
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Immunfluoreszenzfarbung wird das flr diese Zellart typische Zytokeratin der
Epithelzellen immunhistochemisch angefarbt, woraufhin sie eindeutig zu erkennen

sind.

3.1.2.7.1 Probengewinnung und Fixierung der Milchzellen

Aus denselben Proben fur Phagozytose- und Lysozymtest wurden je 5 ml Milch
entnommen und unverzuglich mit 100 yl einer 5%igen Formaldehydldsung versetzt.
Der Formaldehyd diente der Fixierung der Strukturen der Zellkerne (PETTIPHER u.
RODRIGUES, 1981). Die fixierte Milchprobe wurde anschlieend 24 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert.

3.1.2.7.2 Zellgewinnung

Die fixierten Proben wurden nach Inkubation kurz geschittelt, um die Zellen in der
Probe gleichmalig zu verteilen. Die Zellgewinnung erfolgte mittels Zentrifugation.
Um den Fettanteil der Proben nach jedem Zentrifugationsschritt besser abtrennen zu
kénnen, wurde je 1 ml Probenfliissigkeit mit 1 ml PBS® versetzt. Die Proben wurden
mit einer Zytospinzentrifuge 6 min bei 200 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Die
verwendeten Zytospinkammern hatten einen Durchmesser von 6,2 mm. Durch die
Zentrifugation setzten sich die Milchzellen auf dieser Flache auf dem Objekttrager
ab. Nach der Zentrifugation wurden der Uberstand abgesaugt und die Proben zum
Trocknen erneut 1 min bei 1100g zentrifugiert. Pro Tier wurden Vvier

Zytospinpraparate angefertigt.

3.1.2.7.3 Indirekter Immunfluoreszenznachweis von Zytokeratin

Bei dieser Methode wird das Intermediarfilamentprotein Zytokeratin der Epithelzellen
indirekt nachgewiesen. Dazu wird ein primarer spezifischer AntikOrper gegen
Zytokeratin (Monoklonal Anti-Pan Cytokeratin Clone C-11, C-2931, Mouse Ascites
Fluid, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und nachfolgend ein mit

Fluoreszenzfarbstoff markierter weiterer Antikdrper (Alexa Fluor® 488 rabbit anti-
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mouse IgG conjugate, 2 mg/ml, A-11059 Molecular Probes, Leiden, Niederlande)
verwendet. Die einzelnen Schritte der Farbung werden in Tabelle 6 Ubersichtlich

zusammengefasst.

Tab. 6: Zusammenfassung der Arbeitsschritte zur Erstellung des
Differentialzellbildes in der Milch

Dauer Tatigkeit
10 min Fixieren der Zellen mit 100%igem eisgekuhltem Ethanol
S min Permeabilisieren der Zelloberflache mit 99,8%igem Methanol

5min | Waschen der Objekttrager in PBS"), dabei PBS® nach ca. 2,5 min

erneuern
| Blockieren mit 10%igem Pferdeserum in PBS"; Inkubation bei 37 °C
20 min in einer feuchten Kammer; anschlieBend Abklopfen des
Pferdeserums
45 min | Aufbringen des primaren AK’s; Inkubation bei 37 °C in einer feuchten
Kammer
10 min | Auswaschen des priméren AK's in PBS" auf dem Riittler; PBS®

dabei 1x wechseln

30 min Aufbringen des sekundaren AK's; lichtgeschutzte Inkubation bei
37 °C in der feuchten Kammer

10 min | Auswaschen des sekundéren AK’s in PBS" auf dem Ruittler; PBS"
dabei 1x wechseln

. Aufpipettieren der Propidiumjidid-Stockldosung; lichtgeschutzte
15 min Inkubation bei Raumtemperatur

10 min | Auswaschen des Uberfliissigen Farbstoffs in PBS" auf dem Riittler;
PBS" dabei 1x wechseln

3.1.2.7.4 Propidiumjodidfarbung

Um auch die Ubrigen Zellarten im Zellausstrich beurteilen zu kénnen, wurde das

Praparat zuletzt mit Propidiumjodid (Stock-Losung 1mg/ml, Fa. Sigma-Aldrich
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Chemie GmbH, Steinheim) gegengefarbt. Durch diese Farbung emittieren die
Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop rotes Licht.

Das verdiinnte Propidiumjodid (1:60 mit PBS")) wurde dazu auf die Préparate
aufpipettiert und 15 min lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
wurde der Uberfliissige Farbstoff in PBS® 10 min auf dem Rttler ausgewaschen.

Das PBS" wurde dabei einmal erneuert.

3.1.2.7.5 Auswertung

Von den vier angefertigten Praparaten wurden drei zur Auswertung herangezogen,
eines diente als Negativkontrolle, um unspezifische Fluoreszenz von spezifischer
unterscheiden zu koénnen. Das Negativ-Praparat wurde nicht mit dem ersten
Antikorper inkubiert.

Die Zahlung und Differenzierung der Zellen erfolgte unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Fluoreszenzkanal grin: 515-565 nm; rot: 590 nm). Es

wurden insgesamt 600 Zellen — je Objekttrager 200 Zellen — ausgezahlt.

Epithelzellen: Zellkerne mit rot-oranger deckender Fluoreszenz, gleichmaliig
rund bis oval, meist randstandig; im Zytoplasma intensiv grin

gefarbte Intermediarfilamente (s. Abb. 6)

Makrophagen: Zellkerne unregelmaldig halbmondformig bis wolkenartig, rotliche

Fluoreszenz; keine bis schwache grine Fluoreszenz

PMN: Zellkerne charakteristisch stabformig oder segmentiert, intensive

rote Fluoreszenz; keine oder schwache grune Fluoreszenz

Lymphozyten: Zellkerne vergleichsweise klein, rund, gleichmallige, intensive

rote Fluoreszenz; keine grune Fluoreszenz

55



Eigene Untersuchungen

D
Abb. 6: Differentialzellbild in der Milch. (A) und (C) Einzelne Epithelzellen mit rundem

Kern und starker gruner Fluoreszenz. (B) Makrophagen und PMN; links im Bild

befinden sich Makrophagen (groRere runde, ovale oder nierenférmige Zellen), rechts
und unten befinden sich hauptsachlich die kleineren PMN mit charakteristisch

geformtem Kern. (D) Sehr selten vorkommender Epithelzellverband.

3.1.2.8 Bestimmung klinisch-chemischer und hormoneller

Blutparameter

3.1.2.8.1 Gewinnung der Blutproben

Far die Bestimmung der Blutparameter wurde Blut aus der Vena jugularis
entnommen. Die Blutentnahme erfolgte per Vacuetten®-System. Es wurden je zwei
Serum- und EDTA-Vollblutproben entnommen.

Die Blutproben wurden mit einer Tischzentrifuge (CR 4.12, Juoan GmbH,
Unterhaching) zentrifugiert. Dabei wurde das Plasma 15 Minuten bei 2000-3000 g

und das Serum 10 Minuten bei 1500 g zentrifugiert. Anschlielend wurden die
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Uberstande abpipettiert und in Eppendorf-Tuben Uberfiihrt. Die Proben wurden bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.2.1.8.2 Bestimmung der Parameter Gesamtbilirubin, AP, AST,
GLDH, GGT und CK

Die klinisch-chemischen Parameter Gesamtbilirubin, Alkalische Phosphatase,
Aspartat-Amino-Transferase, Glutamat-Dehydrogenase, y-Glutamyl-Transferase und
Creatinkinase wurden mit einem Photometer Laborsystem LP800 (Dr. Bruno Lange
GmbH, Berlin) bestimmt (siehe Tab. 7). Dazu wurden die Serum-Proben aufgetaut
und bei 37 °C untersucht.

Tab. 7: Absorptionsspektren der Stoffwechselparameter

Parameter Absorptionsspektrum
(nm)
Gesamtbilirubin 546
Alkalische Phosphatase 405
Aspartat-Amino-Transferase 340
Glutamat-Dehydrogenase 340
v-Glutamyl-Transferase 405
Kreatinkinase 340
B-Hydroxybuttersaure 340

3.1.2.8.3 Insulin-like-Growth-Factor-I (IGF-I)

Die IGF-I-Konzentration im Plasma wurde mit der Methode nach DAXENBERGER et

al. (1998) mittels eines Radio-Immuno-Assay (RIA) bestimmt.
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3.1.2.8.4 B-Hydroxybuttersdure (BHB)

Der Ketonkorper B-Hydroxybuttersaure wurde mittels einer enzymatischen Methode
bestimmt. Das Serum wurde hierzu bei 37 °C verarbeitet und anschlieRend mit dem

Autoanalyser Hitachi 911E (Fa. Hitachi, Tokio, Japan) gemessen.

3.1.2.9 Korperkonditionsbeurteilung

Die Erfassung der Korperkondition erfolgte durch Bestimmung des Body-Condition-
Score (BCS) und durch die Messung der Rickenfett- und Muskeldicke (RFD u. MD)
mittels Ultraschall. Fur die Beurteilung der Veranderung der Korperkondition wurden
zusatzlich zum tatsachlichen Wert zwei weitere Parameter bestimmt: 1. die Differenz
von einem Messzeitpunkt zum nachsten und 2. die maximale Differenz zwischen 1.

und letztem Messzeitpunkt.

3.1.2.9.1 Messung der Riickenfettdicke und der Muskeldicke

Bei der Messung der Ruckenfettdicke wurde die Methode nach BRUCKMAIER et al.
(1998) ausgewahlt. Bei dieser Methode liegt der Messbereich kranial des
Hufthockers auf dem rechten M. longissimus dorsi. Es wird im rechten Winkel zur
Wirbelsaule zwischen der 12./13. Rippe und dem 5. Lendenwirbel gemessen.

Ein schmales Areal wurde in diesem Bereich frei geschoren, die Stelle mit wenig
Paraffindl benetzt und anschliel’end der Ultraschallkopf (Linearschallkopf) aufgelegt.
Pro Tier wurden zwei Bilder angefertigt, wobei sich das erste naher zur Wirbelsaule
befand, das zweite naher zu den Enden der Lendenwirbelquerfortsatze. Auf dem
ersten Bild wurde die maximale Dicke des M. longissimus dorsi, auf dem zweiten die

maximale Dicke des Ruckenfetts gemessen (Abb. 7).
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Abb. 7: Messung der Ruckenfettdicke/Muskeldicke per Ultraschall (durchgezogene
Linie = max. RFD, gestrichelte Line = max. MD)

3.1.2.9.2 Body Condition Scoring

Das Body Condition Scoring wurde nach dem Schema von EDMONSON et al.
(1989), modifiziert nach MANSFELD (in MARTIN et al. (2007), durchgefihrt. Die
Kondition der Kihe wurde durch Adspektion der Fettpolster an bestimmten
Lokalisationen in der Unterhaut bewertet, auf die Palpation wurde verzichtet. Fir die

Bewertung wurde ein Indexsystem mit Noten von 1 bis 5 zur Hilfe genommen.

3.1.2.10 Statistische Auswertung

Zur Beschreibung der Ergebnisse des Phagozytose- und des Lysozymtests wurden
Medianwerte und Quartilen mittels explorativer Datenanalyse berechnet.

Die Versuchstiere wurden in zwei Mal zwei Gruppen eingeteilt: Kihe mit
Mastitis/Klihe ohne Mastitis und im Melkstand gemolkene Kihe/im AMS gemolkene
Kihe (Tab. 8). Eine Kuh wurde als ,Kuh mit Mastitis“ bezeichnet, wenn bei ihr
wahrend des Versuchzeitraumes eine klinische Mastitis diagnostiziert wurde. Die
Gruppen wurden dann mittels Mann-Whitney-U-Test jeweils verglichen (nicht-
parametrisches Verfahren). Die graphische Darstellung erfolgte mit Boxplot-
Diagrammen (Abb. 8).

Da die Ergebnisse aus Phagozytose- und Lysozymtest mehrere Extremwerte und
Ausreil3er beinhalteten und die Daten nicht normalverteilt waren, wurden die Daten

aus den genannten Tests logarithmiert und ein gemischtes Regressionsmodell mit
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Korrektur fur wiederholte Messungen zusatzlich zu den o. g. Gruppenvergleichen
durchgefuhrt.

Um mogliche Beziehungen zwischen Stoffwechselparametern und Parametern der
unspezifischen  Abwehr des Euters erkennen zu kobnnen, wurden
Korrelationsanalysen von Stoffwechselparametern und Konditionswerten einerseits
und den Parametern PQ, Lysozymkonzentration und Differentialzellbild andererseits
angefertigt. Bevor die Korrelationsanalysen gerechnet wurden, wurden die Werte auf
ihre Verteilung dberpruft. Lag laut Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest keine
Normalverteilung vor, wurden die Daten logarithmiert und wiederum auf ihre
Verteilung Uberprift. Lag nun eine Normalverteilung vor, wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet, bei Nichtvorliegen einer
Normalverteilung wurde der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient berechnet, der fur
Korrelationen von nicht normalverteilten Daten geeignet ist.

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm Statistical Package Social

Sciences (SPSS), Version 15.0 fur Windows verwendet.

Tab. 8: Gruppeneinteilung der Versuchskiihe

Anzahl Kiihe Phagozytose-/Lysozymtest bzw.
Differentialzellbild (in Klammern)
Gruppe
Mastitis ohne Mastitis gesamt
Melkstand 6 7 (8) 13 (14)
AMS 7 8 15
gesamt 13 15 (16) 29
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* Extremwert (> 3 Boxenlangen
entfernt)

O Ausreilder (1,5 — 3 Boxenlangen
entfernt)

1 Spannweite (max. 1,5 Boxenlangen)

Quartilsabstand (75% der Werte)

[r— Medianwert (50% der Werte)

Quartilsabstand (25% der Werte)

Spannweite (max. 1,5 Boxenlangen)

Abb. 8: Schema eines Boxplot-Diagramms

3.2 Ergebnisse

FUr die Auswertung des Phagozytose- und des Lysozymtests standen Ergebnisse
von insgesamt 28, fur die des Differentialzellbildes Ergebnisse von 29 Kihen zur
Verfligung. Fur alle 28 Kiihe, die Proben fir Phagozytose- und Lysozymtest lieferten,

wurde auch das Differentialzellbild angefertigt.

3.2.1 Verlauf und Gruppenvergleiche der Parameter

Phagozytoseaktivitdt und Lysozymkonzentration

3.2.1.1 Phagozytoseaktivitat der Milchzellen

Die Phagozytoseaktivitat der Milchzellen veranderte sich im Verlauf der Fruhlaktation

kaum. Insgesamt zeigte sich ein geringgradiger Anstieg von der 1. bis zur

61



Eigene Untersuchungen

3. Messung (Abb. 9). Die Unterschiede zwischen den einzelnen Messungen waren
nicht signifikant (Tab. 9).

Tab. 9: Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),

2. (5.— 8. Woche p. p.) und 3. Messung (10-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
P = Signifikanz

P
(Vergleich der
n Median 25. 75.
Messung Perzentil Perzentil Messungen)

1:2 2:3 1:3

28 9,8750 2,2250 22,8475
2 28 | 10,5550 3,6675 31,6550 | 0,611 | 0,577 | 0,161
28 | 14,8050 5,2900 29,5075

100,00
(@]

__ 80,00
S
g o - o
> 60,00- T
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I
(D]
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> 40,00
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Abb. 9: Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.;

P >0,05), 2. (5.-8. Woche p. p.; P>0,05) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.;
P > 0,05)
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Der Unterschied zwischen der Phagozytoseaktivitat der Melkstandgruppe und der im
AMS gemolkenen Kuhe war im Boxplot-Diagramm zu erkennen, er war jedoch nicht
statistisch signifikant (Tab. 10): die Phagozytoseaktivitdt war in der Milch der
Melkstandgruppe etwas hdher als in der der AMS-Gruppe (Abb. 10).

Tab. 10: Vergleich der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) von im Melkstand
und im AMS gemolkenen Kuhen — insgesamt; n = Anzahl; P = Signifikanz

Melksystem n Median 25. Perzentil | 75. Perzentil P
Melkstand 39 13,0600 5,0500 35,9000
AMS 45| 84600 3,5250 20,8650 0,219
100,00
(@)
_ 80,00
S
g T 8
2 60,00~ °
X
©
(D)
n
= —
4 40,00
@)
(@]
@
e
o
20,00
0.00H 1 T
I I
Melkstand AMS

Melksystem

Abb. 10: Vergleich der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) von im Melkstand
und im AMS gemolkenen Kihen — insgesamt; P > 0,05

Der Unterschied zwischen den Gruppen Melkstand und AMS wurde besser
erkennbar, wenn die drei Messungen getrennt voneinander betrachtet wurden. Bei

der 1. Messung war die Phagozytoseaktivitat der Melkstand-Gruppe tendenziell
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héher als die der AMS-Gruppe, ebenso bei der 2. Messung. Bei der 3. Messung war
kaum ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu erkennen (Abb. 11). Die
Unterschiede waren zu keiner der Messungen statistisch signifikant (Tab. 11).

Tab. 11: Vergleich der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) von im Melkstand

und im AMS gemolkenen Kihen bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2. (6.—8. Woche p. p.)
und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.); n = Anzahl; P = Signifikanz

Melksystem| Messung n Median |25. Perzentil | 75. Perzentil P
Melkstand 1 13| 11,7000 6,4350 47,2000 0,076
AMS 15 3,4000 2,1300 20,2700
Melkstand 5 13 | 13,0600 2,4500 45,5100 0,549
AMS 15 8,4600 4,0500 16,4100
Melkstand 13 | 15,1400 5,1600 27,9250
3 0,765
AMS 15| 14,4700 5,5700 30,8800
100,00
o Melksystem
80,00 [ ] Melkstand
[ Ams
o
o

1)

o

o

S
]

|

|

N
o
o
N

Phagozytoseaktivitéat (%)

20,00 —‘7

1 B L T T -

T
1 2 3

0,00

Messung

Abb. 11: Vergleich der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) von im Melkstand
und im AMS gemolkenen Kuhen bei der 1. (0.—4. Woche p. p. ;P > 0,05), 2. (5.-8.
Woche p. p.; P > 0,05) und 3. Messung (10.—-14. Woche p. p.; P > 0,05)
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Beim Vergleich der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen bei Kihen mit und ohne
Mastitis lag kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
vor (Tab. 12; Abb. 12).

Tab. 12: Vergleich der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) von Kihen ohne
Mastitis und Kiihen mit Mastitis — insgesamt; n = Anzahl; P = Signifikanz

Euter- ] p Median 25. Perzentil | 75.Perzentil P
Gesundheit
keine Mastitis | 42 11,4350 3,6000 32,0775 0.788
Mastitis 42 12,0750 4,5150 25,5075 ’
100,00
(@]
80,00
S o
:‘3 1 o
= 60,00
< _
S
(]
0
o
Ef 40,00
o
(@)]
S
=
o
20,00
0,00 1 —L
T T
keine Mastitis Mastitis

Eutergesundheit

Abb. 12: Vergleich zwischen der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) von
Kdhen ohne Mastitis und mit Mastitis — insgesamt; P > 0,05

Wenn die Messungen getrennt voneinander betrachtet wurden, wurde der
Unterschied zwischen der Mastitis- und Nicht-Mastitis-Gruppe tendenziell etwas
groRer, die Unterschiede waren zu keinem der Zeitpunkte signifikant (Tab. 13).

Bei der 2. Messung war die Phagozytoseaktivitat in der Mastitisgruppe tendenziell
héher. Bei der 1. und 3. Messung wurden in der Gruppe ohne Mastitis tendenziell
héhere Phagozytoseaktivitaten festgestellt (Abb. 13).
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Tab. 13: Vergleich zwischen der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) von Kihen
ohne Mastitis und mit Mastitis bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2. (5.-8. Woche p. p.)
und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.); n = Anzahl; P = Signifikanz

Euter- . . .
Gesundheit Messung | n Median |25. Perzentil | 75. Perzentil P
keine Mastitis 1 14 | 11,7900 2,0425 38,2450 0,663

Mastitis 14 6,6360 2,3150 21,9225
keine Mastitis > 14 7,6450 2,6850 37,7625 0,358

Mastitis 14 | 13,2350 6,8625 28,9650
keine Mastitis 14 | 14,8050 5,1600 25,8025 0783

Mastitis 3 14 | 13,4550 5,2750 34,4850
100,00
o Eutergesundheit
1 [] keine Mastitis
80,00 ] Mastitis
o
— o 5
(e]

60,00

40,00 —‘7

20,00

Phagozytoseaktivitat (%)

T T T
1 2 3

0,00

Messung

Abb. 13: Vergleich der Phagozytoseaktivitdt der Milchzellen (%) von Kuhen ohne
Mastitis und mit Mastitis bei der 1. (0.—4. Woche p. p.; P > 0,05), 2. (5.-8. Woche p.
p.; P> 0,05) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.; P > 0,05)
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3.2.1.2 Lysozymkonzentration im Milchserum

Die Lysozymkonzentration im Milchserum war insgesamt sehr gering (Abb. 14). Sie
variierte kaum zwischen den drei Messungen. In einigen Proben wurde kein Lysozym

nachgewiesen. Die Unterschiede zwischen den Messungen waren statistisch nicht
signifikant (Tab. 14).

Tab. 14: Lysozymkonzentration im Milchserum (ug/ml) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),

2. (5.— 8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl;
P = Signifikanz

P
. Vergleich der
n | Median 25. 75. (
Messung Perzentil | Perzentil Messungen)
1:2 2:3 1:3
1 28 0,0097 0,0053 0,0126
28 0,0078 0,0034 0,0181 0,403 | 0,915 | 0,461
28 0,0077 0,0053 0,0147
0,12
*
0,10

0,08+ *

0,067

Lysozymkonzentration (ug/ml)

0,04 * 5
0,02 —‘7
1
0.00- T 1
I I I
1 2 3
Messung

Abb. 14: Lysozymkonzentration im Milchserum (ug/ml) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.;

P >0,05), 2. (5.-8. Woche p. p.; P >0,05) und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.;
P > 0,05)
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Beim Vergleich der Lysozymkonzentration der Melkstand- und der AMS-Gruppe
wurde kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt. Die
Lysozymkonzentration im Milchserum der Kuhe im Melkstand war nur geringgradig
hdher als bei der AMS-Gruppe (Tab. 15; Abb. 15).

Tab. 15: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum (pg/ml) von im
Melkstand und im AMS gemolkenen Kihen — insgesamt; n = Anzahl; P = Signifikanz

Melksystem n Median 25. Perzentil | 75. Perzentil P
Melkstand 39 0,0090 0,0055 0,0143 0.330
AMS 45 0,0077 0,0047 0,0142 ’
0,12
0,10

0,08 *

0,06

Lysozymkonzentration (pg/ml)

0,04 *
O
O
0,02
T |
0,00 il 1
| |
Melkstand AMS

Melksystem

Abb. 15: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum (pg/ml) von im
Melkstand und im AMS gemolkenen Kihen — insgesamt; P > 0,05

Auch beim separaten Betrachten der einzelnen Messungen wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen der Melkstand- und der AMS-Gruppe

festgestellt (Tab. 16). Bei der 1. und 2. Messung war die Lysozymkonzentration im
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Milchserum bei den Melkstandkuhen jeweils geringgradig hoher als bei den Kiuhen
im AMS, bei der 3. Messung jedoch geringgradig niedriger in dieser Gruppe (Abb.
16).

Tab. 16: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum (pg/ml) von im
Melkstand und im AMS gemolkenen Kihen bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2. (6.-8.
Woche p. p.) und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.); n = Anzahl; P = Signifikanz

Melksystem| Messung | n Median | 25. Perzentil | 75. Perzentil P
Melkstand 1 13 | 0,0099 0,0080 0,0154 0,300
AMS 15| 0,0089 0,0048 0,0127
Melkstand > 13 | 0,0080 0,0042 0,0216 0,800
AMS 15| 0,0076 0,0029 0,0196
Melkstand 13 | 0,0075 0,0051 0,0146
3 0,927
AMS 15| 0,0077 0,0057 0,0158
0,12+
Melksystem

0,10 [ ] Melkstand
] Ams

0,087

0,06

0,04 o

Lysozymkonzentration (ug/ml)

o
N
]
O
_|

= -

0,00~ L L €

Messung

Abb. 16: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum (ug/ml) von im
Melkstand und im AMS gemolkenen Kihen bei der 1. (0.—4. Woche p. p.; P > 0,05),
2. (5.-8. Woche p. p.; P > 0,05) und 3. Messung (10.—-14. Woche p. p.; P > 0,05)
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Beim Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum von Kuhen ohne Mastitis
und Kuhen mit Mastitis wurde kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt
(Tab. 17; Abb. 17).

Tab. 17: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum (pg/ml) von Kihen
ohne und mit Mastitis — insgesamt; n = Anzahl; P = Signifikanz

Euter- n Median 25. Perzentil | 75. Perzentil P
Gesundheit
keine Mastitis | 42 0,0082 0,0050 0,108 0.395
Mastitis 42 0,0085 0,0050 0,188 ’
0,12
*
0,10

0,08+ *

0,06

0,04- S

Lysozymkonzentration (ug/ml)

0,02 8
0,00 % —l—
T T
keine Mastitis Mastitis

Eutergesundheit

Abb. 17: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum (ug/ml) von Kihen
ohne und mit Mastitis — insgesamt; P > 0,05

Die Vergleiche der Lysozymkonzentration im Milchserum von Kuhen mit und ohne
Mastitis zu den einzelnen Messungen im 1. — 3. Zeitintervall ergaben ebenfalls keine

statistisch signifikanten Unterschiede (Tab. 18).
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Allenfalls bei der 2. Messung zeigte sich eine geringgradige Tendenz (P = 0,232) zu

einer hoheren Lysozymkonzentration bei Kihen mit Mastitis (Abb. 18).

Tab. 18: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum von Kihen ohne und
mit Mastitis bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2. (5.—8. Woche p. p.) und 3. Messung
(10.—14. Woche p. p.); n = Anzahl; P = Signifikanz

Euter- : , ,
Gesundheit | Messung | N Median |25. Perzentil | 75. Perzentil P
keine Mastitis 1 14 | 0,0094 0,0052 0,0123 0.646

Mastitis 14 | 0,0100 0,0051 0,0188
keine Mastitis > 14 | 0,0075 0,0031 0,0094 0,232

Mastitis 14 | 0,0115 0,0032 0,0426
keine Mastitis 14 | 0,0084 0,0060 0,0147 0581
Mastitis 3 14 | 0,0075 0,0050 0,0153
0,12
® Eutergesundheit
0.104 []keine Mastitis

] Mastitis

o
o
i

o
o
T

0,04+ ¢

Lysozymkonzentration (ug/ml)

0,02 ° T o

H
L

—
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Abb. 18: Vergleich der Lysozymkonzentration im Milchserum von Kihen ohne und
mit Mastitis bei der 1. (0.—4. Woche p. p.; P > 0,05), 2. (5.-8. Woche p. p.; P > 0,05)
und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.; P > 0,05)
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3.2.1.3 Gemischtes Regressionsmodell

Da die Ergebnisse des Phagozytosetests und des Lysozymtests nicht normalverteilt
waren, wurde zusatzlich zum  Mann-Whitney-U-Test ein  gemischtes
Regressionsmodell mit Korrektur fur wiederholte Messungen als parametrisches
Verfahren durchgefihrt. Die Daten wurden zunachst logarithmiert, wodurch es zu
einer Normalverteilung kam.

Es wurde kein statistisch signifikanter Effekt der Faktoren Melksystem bzw.
Mastitisvorkommen auf die Phagozytoseaktivitat der Milchzellen bzw. die

Lysozymkonzentration der Milch festgestellt (P > 0,3).

3.2.2 Beziehungen zwischen Stoffwechselparametern und

Parametern der unspezifischen Abwehr des Euters

Um Beziehungen zwischen Stoffwechselparametern und unspezifischen
Abwehrmechanismen des Euters feststellen Zu kdénnen, wurden
Korrelationsanalysen zwischen samtlichen Stoffwechselparametern einerseits und
den Parametern der unspezifischen Abwehr (Phagozytoseaktivitat der Milchzellen
und Lysozymkonzentration des Milchserums, Differentialzellbild in der Milch)
andererseits angefertigt. Jede Zellfraktion des Differentialzellbildes wurde dabei in
relativen und absoluten Zahlen wiedergegeben und einzeln betrachtet.

Leber- und nichtspezifische Enzyme, IGF-I, BHB, Stoffwechselparameter in der Milch
sowie die Korperkonditionswerte wurden unter dem Begriff ,,Stoffwechselparameter®

zusammengefasst.

3.2.2.1 Korrelationsanalysen zwischen Stoffwechselparametern

und Phagozytoseaktivitat

Bei den Korrelationsanalysen von  Stoffwechselparametern und  der
Phagozytoseaktivitat der Milchzellen ergab sich nur eine statistisch signifikante

Korrelation (Tab. 19). Die Ergebnisse samtlicher Korrelationsanalysen finden sich im
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Anhang (Tab. 31). Die AP bei Kihen im Alter von > 3 Jahren korrelierte bei der
1. Messung positiv mit der Phagozytoseaktivitat (P = 0,011).

Keine signifikanten Korrelationen konnten bei Korrelationsanalysen mit folgenden
Parametern ermittelt werden: Bilirubin, AST, GLDH, GGT, CK, BHB, IGF-I,
Milchmenge, Milchfett, FEQ, Milchharnstoff, Milcheiweil3, Milch-pH-Wert, Laktose,
BCS, BCS-Differenz, BCS max., RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD, MD-Differenz
und MD max.

Tab. 19: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und der
Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2. (5.-8.
Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter
AP (U/l) (Alter >3 1 15 0,674 0,011
Jahre)

3.2.2.2 Korrelationsanalysen zwischen Stoffwechselparametern

und der Lysozymkonzentration im Milchserum

Bei Korrelationsanalysen ~ zwischen  Stoffwechselparametern  und  der
Lysozymkonzentration im Milchserum konnten nur wenige statistisch signifikante
Korrelationen festgestellt werden (Tab. 20). Jeweils bei der 3. Messung korrelierten
die Parameter Laktose, BCS und die maximale BCS-Differenz negativ mit der
Lysozymkonzentration.

Keine signifikanten Korrelationen wurden bei Korrelationsanalysen zwischen der
Lysozymkonzentration im Milchserum und den Parametern Bilirubin, AST, AP,
GLDH, GGT, CK, BHB, IGF-I, Milchmenge, Milchharnstoff, Milchfett, Milcheiweil},
FEQ, Mich-pH-Wert, BCS-Differenz, RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD, MD-

Differenz und MD max. festgestellt.
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Tab. 20: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und der
Lysozymkonzentration des Milchserums (umol/l) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),
2. (5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter
Laktose (%) 3 25 -0,583 0,002
BCS 3 24 -0,437 0,033
BCS max. 3 26 -0,658 0,000

3.2.2.3 Korrelationsanalysen zwischen Stoffwechselparametern

und Parametern des Differentialzellbildes

Die vier Hauptzellfraktionen der Milch PMN, Makropagen, Lymphozyten und

Epithelzellen wurden je in relativen und absoluten Zahlen wiedergegeben.

3.2.2.3.1 PMN

Aus den durchgefuhrten Korrelationsanalysen zwischen Stoffwechselparametern und
dem relativen PMN-Anteil der Milchzellen gingen nur wenige statistisch signifikante
Korrelationen hervor. Eine vollstandige Auflistung der Korrelationskoeffizienten und
der Signifikanzen samtlicher Korrelationsanalysen findet sich im Anhang (Tab. 32).

In Tabelle 21 sind die signifikanten Korrelationen von Stoffwechselparametern mit
dem relativen PMN-Anteil der Milchzellen zusammengefasst. Der Parameter AP
korrelierte bei Kihen im Alter von Uber 3 Jahren bei der 2. Messung negativ mit dem
relativen PMN-Gehalt. Bei Kuhen unter 3 Jahren konnte keine signifikante
Korrelation von AP mit den PMN festgestellt werden. GGT und relativer PMN-Gehalt
korrelierten bei der 2. Messung positiv miteinander. Zwischen Milchmenge und
relativem PMN-Gehalt wurde bei der 3. Messung eine positive Korrelation

festgestellt. Die Parameter FEQ, Laktose und die maximale BCS-Differenz (BCS
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max.) korrelierten jeweils negativ mit dem PMN-Gehalt, dies war bei der 1. und/oder
3. Messung der Fall (Tab. 21).

Korrelationsanalysen zwischen Bilirubin, AST, GLDH, CK, BHB, IGF-I,
Milchharnstoff, Milchfett, Milcheiweil3, Milch-pH-Wert, BCS, BCS-Differenz, RFD,
RFD-Differenz, RFD max., MD, MD-Differenz, MD max. und dem relativen PMN-
Gehalt der Milch ergaben keine signifikanten Korrelationen.

Tab. 21:. Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
relativen PMN-Anteil der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—-4. Woche p. p.), 2. (5.-8.
Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n=Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter

AP (U/l) (Kuhe >
3 Jahre) 2 15 -0,619 0,014
GGT (U 2 28 0,465 0,013
Milchmenge (1) 3 29 0,410 0,027
FEQ 3 28 -0,460 0,014
Laktose (%) 3 28 -0,409 0,030
BCS max. 1 29 -0,394 0,035
3 29 -0,386 0,039

Bei den Korrelationsanalysen von Stoffwechselparametern und dem absoluten PMN-
Gehalt der Milch wurden nur wenige statistisch signifikante Korrelationen festgestellt:
Die GGT korrelierte bei der 3. Messung positiv mit dem absoluten PMN-Gehalt der
Milch. Weiterhin positiv korrelierten die Parameter Milchfett und FEQ jeweils bei der
2. Messung mit dem absoluten PMN-Gehalt der Milch, das Milchfett aulRerdem auch
bei der 1. Messung.

Negative Korrelationen wurden bei Korrelationsanalysen vom absoluten PMN-Gehalt
und den Parametern IGF-I, Laktose, Milch-pH-Wert und MD festgestellt. Die Laktose
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korrelierte zu allen 3 Messungen stark negativ mit dem absoluten PMN-Gehalt der
Milch (P =< 0,01) (Tab. 22).

Keine signifikanten Korrelationen ergaben sich bei Korrelationsanalysen zwischen
absolutem PMN-Gehalt und folgenden Parametern: Bilirubin, AST, AP, GLDH, CK,
BHB, Milchmenge, Milchharnstoff, Milcheiwei3, BCS, BCS- Differenz, BCS max.,
RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD-Differenz und MD max. Eine Zusammenfassung
aller Ergebnisse findet sich im Anhang (Tab. 32).

Tab. 22: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
absoluten PMN-Gehalt der Milch (x 1000/ml)" bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2. (5.-8.
Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n= Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter

GGT (U 3 28 0,408 0,031
IGF-I (nmol/l) 1 29 -0,442 0,016
Milchfett (%) 1 29 0,384 0,040
2 28 0,408 0,031
FEQ 2 28 0,385 0,043
Laktose (%) 1 29 -0,611 0,000
28 -0,494 0,007
3 28 -0,620 0,000
Milch-pH-Wert 1 29 -0,386 0,039
MD (mm) 2 27 -0,420 0,029

3.2.2.3.2 Makrophagen

Bei den Korrelationsanalysen von relativem Makrophagen-Anteil der Milchzellen und
Stoffwechselparametern korrelierte ausschlieBlich das Enzym AP statistisch

signifikant mit dem relativen Makrophagen-Anteil der Milchzellen.
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Bei Kuhen im Alter von < 3 Jahren Kkorrelierte die AP jeweils bei der 2. und
3. Messung positiv mit dem relativen Makrophagen-Anteil. Bei Kuhen > 3 Jahren
konnte ebenfalls bei der 2. Messung eine signifikant positive Korrelation zwischen
den beiden Parametern festgestellt werden (Tab. 23).

Die Korrelationsanalysen mit den Parametern Bilirubin, AST, GLDH, GGT, CK, BHB,
IGF-I, Milchmenge, Milchharnstoff, Milcheiweil3, Milchfett, FEQ, Laktose, Milch-pH-
Wert, BCS, BCS-Differenz, BCS max, RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD, MD-
Differenz und MD max. ergaben keine statistisch signifikanten Korrelationen
(Anhang, Tab. 33).

Tab. 23: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
relativen Makrophagen-Anteil der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2.
(5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter
AP (Ul 2 13 0,632 0,020
(Alter < 3 Jahre) 3 13 0,744 0,004
AP (Ul 2 15 0,551 0,033
(Alter > 3 Jahre)

Bei den Korrelationsanalysen von Stoffwechselparametern und absolutem
Makrophagen-Gehalt der Milch konnten einige statistisch signifikante Korrelationen
festgestellt werden (Tab. 24). Positive Korrelationen ergaben sich zwischen GGT
(3. Messung), Milchfett (1. Messung) und FEQ (1. und 2. Messung) und dem
absoluten Makrophagen-Gehalt der Milch.

Negativ dagegen korrelierten die Parameter Milchmenge, Laktose, Milch-pH-Wert,
BCS-Differenz und MD zumeist bei der 1. Messung mit dem absoluten
Makrophagen-Gehalt der Milch. Die MD korrelierte bei der 2. Messung negativ mit
dem absoluten Makrophagen-Gehalt. Die Korrelationen zwischen Laktose und dem
absoluten  Makrophagen-Gehalt waren zu allen Messungen negativ
(P = 0,000-0,030).
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Die Korrelationsanalysen zwischen Bilirubin, AST, AP, GLDH, CK, BHB, IGF-I,
Milchharnstoff, Milcheiwei3, BCS, BCS max., RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD-
Differenz, MD max. und dem absoluten Makrophagen-Gehalt ergaben keine

statistisch signifikanten Korrelationen (Anhang, Tab. 33).

Tab. 24: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
absoluten Makrophagen-Gehalt der Milch (x 1000/ml)" bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),
2. (5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter

GGT (U/) 3 28 0,551 0,002
Milchmenge (1) 1 27 -0,546 0,003
Milchfett (%) 1 29 0,499 0,006
2 28 0,466 0,013
FEQ 1 29 0,425 0,022
2 28 0,441 0,019
Laktose (%) 1 29 -0,644 0,000
28 -0,411 0,030
3 28 -0,609 0,001
Milch-pH-Wert 1 29 -0,399 0,032
2 28 -0,399 0,036
BCS Differenz 1 29 -0,456 0,013
MD (mm) 2 28 -0,475 0,012

3.2.2.3.2 Lymphozyten

Korrelationsanalysen von Stoffwechselparametern und dem relativen Lymphozyten-
Anteil der Milchzellen ergaben folgende signifikante Korrelationen (Tab. 25):

FEQ korrelierte positiv (3. Messung) mit den relativen Lymphozyten.
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Negative Korrelationen ergaben sich zwischen dem relativen Lymphozyten-Anteil
und AP bei Kihen < 3 Jahren, GGT (je 2. Messung) und der Milchmenge
(3. Messung).

Bei den Korrelationsanalysen zwischen relativem Lymphozyten-Anteil und Bilirubin,
AST, GLDH, CK, IGF-I, BHB, Milchharnstoff, Milchfett, Milcheiweil}, Laktose, Milch-
pH-Wert, BCS, BCS-Differenz, BCS max., RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD, MD-
Differenz, MD max. wurden keine statistisch signifikanten Korrelationen festgestellt
(Anhang, Tab. 34).

Tab. 25: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
relativen Lymphozyten-Anteil der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),
2. (5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter

AP (Ul 2 13 -0,568 0,043

(Alter < 3 Jahre)
GGT (U/) 2 28 -0,522 0,004
Milchmenge (l) 3 29 -0,424 0,022
FEQ 3 28 0,461 0,014

Aus den Korrelationsanalysen zwischen Stoffwechselparametern und absolutem
Lymphozyten-Gehalt der Milch gingen einige positive und negative statistisch
signifikante Beziehungen hervor (Tab. 26). Alle signifikanten Korrelationen traten
ausschlieflich bei der 1. Messung (Woche 0—4 p. p.) auf.

AST, CK, Milchfett und FEQ korrelierten positiv mit dem absoluten Lymphozyten-
Gehalt.

Zu den mit dem absoluten Lymphozyten-Gehalt negativ korrelierenden Parametern
zahlten Milchmenge, Laktose und der Milch-pH-Wert.

Keine statistisch signifikanten Korrelationen wurden bei Korrelationsanalysen

zwischen absolutem Lymphozyten-Gehalt und folgenden Parametern ermittelt:
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Bilirubin, AP, GLDH, GGT, BHB, IGF-lI, Milchharnstoff, Milcheiweil3, BCS, BCS-
Differenz, BCS max., RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD, MD-Differenz und MD
max. (Anhang, Tab. 34).

Tab. 26: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
absoluten Lymphozyten-Gehalt der Milch (x 1000/ml)" bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),
2. (5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel- Messung N ; p
Parameter
AST (U 1 29 0,376 0,044
CK (UMl 1 29 0,410 0,027
Milchmenge (1) 1 27 -0,595 0,001
Milchfett (%) 1 29 0,498 0,006
FEQ 1 29 0,401 0,031
Laktose (%) 1 29 -0,628 0,000
Milch-pH-Wert 1 29 -0,475 0,009

3.2.2.3.3 Epithelzellen

Die Korrelationsanalysen zwischen Stoffwechselparametern und relativen
Epithelzellen-Anteil der Milchzellen lieferten folgende signifikante Korrelationen
(Tab. 27):

Zwischen dem relativen Epithelzellen-Anteil und AP bei Kihen im Alter > 3 Jahren,
IGF-I, Milcheiweil}, Laktose, BCS max. und die RFD-Differenz wurden positive
Korrelationen ermittelt. Die Laktose korrelierte zu allen 3 Messungen positiv mit den
relativen Epithelzellen. Negative signifikante Korrelationen zwischen relativem

Epithelzellen-Anteil und Stoffwechselparametern wurden nicht festgestellt.
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Bei Korrelationsanalysen zwischen relativem Epithelzellen-Anteil der Milchzellen und
Bilirubin, AST, CK, GLDH, GGT, BHB, Milchmenge, Milchharnstoff, Milchfett, FEQ,
Milch-pH-Wert, BCS, BCS-Differenz, RFD, RFD max., MD, MD-Differenz, MD max.

wurden keine signifikanten Beziehungen festgestellt (Anhang, Tab. 35).

Tab. 27: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
relativen Epithelzellen-Anteil der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2.
(5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-

Messung n r P

Parameter
AP (U/l) (Alter 2 15 0,594 0,020

>3 Jahre)
IGF-1 (nmol/l) 1 29 0,500 0,006
Milcheiweil3 (%) 3 28 0,385 0,043
Laktose (%) 1 29 0,384 0,040
2 28 0,406 0,032
3 28 0,439 0,020
BCS max. 2 28 0,434 0,021
RFD Differenz (mm) 3 27 0,520 0,005

Statistisch  signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und
absolutem Epithelzellen-Gehalt in der Milch wurden ausschliellich bei der
1. Messung ermittelt (Tab. 28). Das Enzym AP (bei Kihen < 3 Jahren) korrelierte
positiv. mit dem absoluten Epithelzellen-Gehalt. Der Parameter ,Milchmenge®
korrelierte dagegen signifikant negativ mit dem absoluten Epithelzellen-Gehalt der
Milch.

Keine signifikanten Korrelationen wurden bei Korrelationsanalysen zwischen
absolutem Epithelzellen-Gehalt und Bilirubin, AST, GLDH, GGT, CK, IGF-I, BHB,
Milchfett, Milcheiweil, FEQ, Laktose, Milchharnstoff, Milch-pH-Wert, BCS, BCS-
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Differenz, BCS max., RFD, RFD-Differenz, RFD max., MD, MD-Differenz, MD max.
festgestellt (Anhang, Tab. 35).

Tab. 28: Signifikante Korrelationen zwischen Stoffwechselparametern und dem
absoluten Epithelzellen-Gehalt der Milch (x 1000/ml)" bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),
2. (5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Stoffwechsel-
Messung n r P
Parameter
AP (U/l) (Alter 1 11 0,614 0,044
< 3 Jahre)
Milchmenge (1) 1 23 -0,442 0,035
3.2.3 Beziehungen zwischen Differentialzellbild und der

Phagozytoseaktivitat sowie der Lysozymkonzentration

Um zusatzliche Informationen Uber den Abwehrstatus des Rindereuters in der
Hochlaktation zu erhalten, wurden die Ergebnisse des Differentialzellbildes und die
Parameter Phagozytoseaktivitdt und Lysozymkonzentration ebenfalls einer

Korrelationsanalyse unterzogen.

3.2.3.1 Korrelationsanalysen zwischen Differentialzellbild und
Phagozytoseaktivitat

Bei den Korrelationsanalysen von Parametern des Differentialzellbildes und der

Phagozytoseaktivitat der Milchzellen konnten einige statistisch signifikante

Korrelationen ermittelt werden (Tab. 29). Der relative PMN-Anteil der Milchzellen

sowie der absolute PMN-Gehalt der Milch korrelierten jeweils positiv mit der
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Phagozytoseaktivitat. Besonders der relative PMN-Anteil korrelierte bei der 2. und
3. Messung stark positiv mit der Phagozytoseaktivitat (P = < 0,01).

Der jeweils relative Lymphozyten-/Makrophagen-Anteil der Milchzellen korrelierte je
bei der 3. Messung negativ mit der Phagozytoseaktivitat. Zwischen der
Epithelzellenfraktion der Milchzellen sowie den absoluten Makrophagen und der
Phagozytoseaktivitat der Milchzellen wurden keine signifikanten Korrelationen
festgestellt. Eine Auflistung samtlicher Ergebnisse der Korrelationsanalysen findet
sich im Anhang (Tab. 36).

Tab. 29: Signifikante Korrelationen zwischen Parametern des Differentialzellbildes
und der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen (%) bei der 1. (0.—4. Woche p. p.),
2. (5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.); n = Anzahl,
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation (zweiseitig)

Differentialzellbild-
Messung n r P
Parameter

PMN relativ (%) 1 28 0,480 0,010
2 27 0,525 0,005
3 28 0,626 0,000
PMN absolut 1 28 0,402 0,034
(x 1000/ml)" 3 27 0,534 0,004
Lymphozyten relativ 3 28 -0,391 0,040

(%)
Makrophagen relativ 3 28 -0,390 0,040

(%)

3.2.3.2 Korrelationsanalysen zwischen Differentialzellbild und

Lysozymkonzentration

Korrelationsanalysen von Parametern des Differentialzellbildes und der

Lysozymkonzentration im Milchserum ergaben folgende signifikante Ergebnisse:
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Die PMN in der Milch korrelierten stark positiv mit der Lysozymkonzentration (Tab.
30). Der relative PMN-Anteil der Milchzellen korrelierte bei der 1. und 3. Messung
positiv mit der Lysozymkonzentration, der absolute PMN-Gehalt bei der 3. Messung.
Der relative Makrophagen-Anteil der Milchzellen korrelierte negativ mit der
Lysozymkonzentration (3. Messung), der absolute Makrophagen-Gehalt dagegen
positiv. (3. Messung). Der relative Lymphozyten- und Epithelzellen-Anteil der
Milchzellen korrelierten bei der 3. bzw. 1. Messung jeweils negativ mit der
Lysozymkonzentration.

Keine signifikanten Korrelationen wurden bei Korrelationsanalysen mit den
Parametern absoluter Lymphozyten- sowie Epithelzellen-Gehalt ermittelt. Samtliche

Ergebnisse der Korrelationsanalysen finden sich im Anhang (Tab. 36).

Tab. 30: Signifikante Korrelationen zwischen Parametern des Differentialzellbildes
und der Lysozymkonzentration des  Milchserums (umol/) bei  der
1. (0.-4. Woche p. p.), 2. (5.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.-14. Woche p. p.);
n = Anzahl, r = Korrelationskoeffizient nach Pearson, P = Signifikanz der Korrelation
(zweiseitig)

Differentialzellbild-
Messung n r P
Parameter
PMN relativ (%) 1 27 0,591 0,001
3 26 0,617 0,001
PMN absolut 3 25 0,689 0,000
(x 1000/ml)"
Lymphozyten relativ 3 25 -0,455 0,020
(%)
Makrophagen relativ 3 26 -0,461 0,018
(%)
Makrophagen absolut 3 25 0,522 0,007
(x 1000/ml)"
Epithelzellen relativ 1 27 -0,413 0,032
(%)
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4 Diskussion

Die Problematik der Stoffwechselentgleisung der Hochleistungsmilchkuh im
peripartalen Zeitraum und ihre negative Auswirkung auf die Gesundheit der Kuh sind
schon lange bekannt und wurden bereits mehrfach untersucht (GOFF u. HORST,
1997; KANEENE et al., 1997; WENTINK et al, 1997).

In vielen Studien zu dieser Thematik nimmt die Eutergesundheit eine zentrale
Stellung ein. In der Frahlaktation auftretende Mastitiden werden vielen Autoren
zufolge mit vorausgehenden Stoffwechselerkrankungen und einer dadurch
herabgesetzten Immunabwehr des Euters in Zusammenhang gebracht. In den
meisten Studien wurde die negative Auswirkung einer Hyperketonamie auf zellulare
Abwehrmechanismen bestatigt (KEHRLI et al, 1996; HOEBEN et al., 1997; LESLIE
et al., 2000; SURIYASATHAPORN et al., 2000; BURVENICH et al., 2007).

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Verlauf der unspezifischen Abwehrfaktoren
Phagozytoseaktivitat der Milchzellen, Lysozymkonzentration des Milchserums und
das Differentialzellbild in der Milch im peripartalen Zeitraum und Wechselwirkungen
verschiedener Stoffwechselparameter mit diesen Parametern zu untersuchen.

Die Einfihrung der Automatischen Melksysteme (AMS) vor gut einem Jahrzehnt
brachte wider Erwarten keine herausragenden Verbesserungen hinsichtlich der
Eutergesundheit mit sich. Es wurden oft erhohte Zellzahlen in der Tankmilch des
AMS festgestellt (KELTON et al., 2001; DAVIS u. REINEMANN, 2002; WIRTZ et al.,
2002). In der vorliegenden Studie wurden die Phagozytoseaktivitat der Milchzellen
und die Lysozymkonzentration des Milchserums bei im konventionellen Melkstand
und bei im AMS gemolkenen Kuhen verglichen, um zu Uberprufen, ob die Art des
Melksystems eine Auswirkung auf die unspezifischen Abwehrmechanismen des
Euters hat. Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Mastitis im
Untersuchungszeitraum und Veranderungen der genannten Abwehrparameter wurde

ebenfalls bertcksichtigt.

4.1 Diskussion der Methoden

Fir die Untersuchungen standen Ergebnisse von 28 (29) Kihen der Rasse Deutsche

Holsteins Farbrichtung Rotbunt eines Betriebes zur Verfugung. Die Tiere wurden
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unter gleichen Bedingungen (Liegeboxenlaufstall) gehalten. Die Stichprobengrofle
war aus betrieblichen Grunden limitiert.

Um Informationen Uber Stoffwechselstatus und Eutergesundheit im peripartalen
Zeitraum zu erhalten, wurden die Proben im Zeitraum von 2 Wochen a. p. bis
14 Wochen p. p. entnommen. In diesem Zeitraum kommt es am haufigsten zu

Storungen des Stoffwechsels und daraus folgenden Sekundarerkrankungen wie

Pansenazidose @ und -—alkalose, Labmagenverlagerung, Stérungen  der
Eutergesundheit usw. (KANEENE et al., 1997; COLLARD et al., 2000; ROSSOW,
2003a).

Die Eutergesundheit wurde anhand der Ergebnisse der klinischen Untersuchung in
Anlehnung an GRUNERT (1990) einschlieRlich grobsinnlicher Beurteilung der Milch,

der Durchfihrung des California-Mastitis-Tests sowie des pH-Wertes der Milch

beurteilt. Die Kombination der Ergebnisse der genannten Untersuchungen lieferte
genaue Informationen Uber den Gesundheitsstatus des Euters. Durch die
regelmaldige wochentliche Untersuchung der Kuhe konnten Abweichungen der
Eutergesundheit zuverlassig erfasst werden.

Einen Teil des Stoffwechsel-Screenings lieferten die Ergebnisse der wdchentlichen

Untersuchungen von bestimmten Stoffwechselparametern im Blut:

Far Hinweise uUber eine eventuelle Leberbelastung wurden die Enzyme AP, GLDH,
AST, CK und GGT und Bilirubin untersucht.

IGF-I korreliert bei Rindern positiv mit der Energiebilanz (SPICER et al., 1990) und
sinkt bei Negativer Energienbilanz (NEB) ab.

Der Ketonkorper BHB wird bei Energie- bzw. Glucosemangel vermehrt aus freien
Fettsduren synthetisiert und steigt somit im Blut an (FURLL, 2005).

Auch in der Milch wurden Parameter fur die Beurteilung des Stoffwechselstatus
herangezogen:

Die Milchmenge wurde als allgemeine Aussage uber die Milchleistung der einzelnen
Kuhe herangezogen. Bei hohen Milchleistungen und einem steilen Laktationspeak
kann es zu ausgepragter negativer Energiebilanz kommen.

Der Harnstoffgehalt der Milch korreliert eng mit dem Harnstoffgehalt im Blut und
steigt bei einem relativen Energiemangel und relativem Eiweil3Uberschuss an
(FURLL, 2005).

Der Milchfettgehalt und der MilcheiweiRgehalt eignen sich ebenfalls gut zur

Stoffwechselbeurteilung. Der erstgenannte Parameter steigt, der zweite sinkt bei
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Energiemangelsituationen. Durch Bildung eines Quotienten aus beiden Werten, dem
Fett-EiweiR-Quotienten (FEQ) ergibt sich ein sensibler Parameter (FURLL, 2005;
MARTIN et al., 2007).

Der Laktosegehalt der Milch wird u. a. durch den Blutglucosespiegel und somit durch
die Futteraufnahme beeinflusst (FURLL, 2005).

Erganzend zu den o. g. Stoffwechsel-Screenings wurde die Korperkondition jeder
Versuchskuh beurteilt. Die Korperkondition korreliert eng mit dem Energiestatus, da
zum Ausgleich des Energiedefizits Korperfette abgebaut werden (STAUFENBIEL et
al., 1991). Ein grolRer Teil der Korperfette befindet sich subkutan an markanten
Stellen des Tierkorpers. Die Kondition der Tiere wurde alle 2 Woche subjektiv (Body
Condition Scoring) und objektiv (Messung von Ruckenfett- und Muskeldicke)
beurteilt.

Fir die Beurteilung der Immunitdt des Euters wurden die unspezifischen

Abwehrfaktoren ,Phagozytoseaktivitat der Milchzellen®, ,Lysozymkonzentration des
Milchserums® und ,Differentialzellbild der Milch® herangezogen.

Die Phagozytoseaktivitat spielt als Bestandteil der zellularen Abwehr eine wichtige
Rolle bei der Abwehr des Euters und zahlt zu den wichtigsten Abwehrmechanismen
in der ersten Phase einer Infektion des Euters (PAAPE et al., 2002).

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, einen Phagozytosetest durchzuflhren, der die
Phagozytoserate von PMN und anderen Phagozyten der Milch nachweist. In der
vorliegenden Studie wurde eine mikroskopische Methode nach dem Protokoll von
SCHLECHT (2004) gewanhlt. Bei dieser Methode werden die Milchzellen nach einer
modifizierten Methode in Anlehnung an PAAPE et al. (1996) durch mehrmalige
Zentrifugation gewonnen. Fur die Phagozytose werden die Zellen mit
fluoreszierenden E.coli inkubiert. E.coli werden im Vergleich mit anderen
phagozytierbaren Keimen/Substanzen besser phagozytiert (ZECCONI et al., 1994).
Die Proben werden anschliel3end unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und
die Zellen mit phagozytierten E.coli ausgezahlt. Auch in Arbeiten von FOX et al.
(1987, 1988) wurde eine ahnliche Methode unter Verwendung eines
Fluoreszenzmikroskops erfolgreich angewendet.

Lysozym gehort ebenfalls zu den unspezifischen Abwehrmechanismen des Euters,
und wird dort zu den humoralen oder l6slichen Faktoren gezahlt (SORDILLO u.
STREICHER, 2002; RAINARD u. RIOLETT, 2006). Es wirkt durch bestimmte

Toétungsmechanismen v.a. auf grampositive Keime direkt antibakteriell

87



Diskussion

(GROSSGEBAUER u. LANGEMAACK, 1968), spielt aber auch eine indirekte Rolle
indem es als Immunmodulator fungiert (JOLLES, 1976; WENDT et al., 1994). In der
Literatur gibt es widerspruchliche Angaben Uber die Relevanz des Lysozyms als Teil
der Euterimmunitat (SORDILLO u. STREICHER, 2002; PYORALA, 2002, RAINARD
u. RIOLETT, 2006). Um die Lysozymkonzentration des Milchserums nachweisen zu
konnen, wurde ein von SCHLECHT (2004) modifizierter AGAR-Diffusionstest nach
OSSERMAN u. LAWLOR (1966) und LIE et al. (1986) angewendet. Als
Nachweiskeim wurde Micrococcus lysodeicticus verwendet, der durch Lysozym fast
komplett zerstort wird (SALTON, 1952). Anhand des Vergleichs der Proben mit
einem Standard konnte die Lysozymkonzentration einfach bestimmt werden.

Das Differentialzellbild in der Milch lieferte erganzende Ergebnisse zum
(unspezifischen) Abwehrstatus des Euters, da u. a. Polymorphkernige Neutrophile
Granulozyten (PMN) wichtig fur die Elimination von Krankheitserregern sind. Die
Angaben einiger Autoren friherer Studien beziglich des Differentialzellbildes in der
Milch variieren stark (s. 2.1.2.2), besonders in Bezug auf den relativen Anteil von
PMN und Makrophagen. Ein moglicher Grund hierfur durfte die Schwierigkeit sein,
Milchzellen anzufarben. Fir die Beurteilung des Differentialzellbildes wurde daher die
von RANKL (2004) weiterentwickelte Methode in Anlehnung an DELVES (1995) und
CHEETHAM (1998) verwendet. Diese Methode erlaubt eine sichere Unterscheidung
der sich morphologisch ahnlichen Makrophagen und Epithelzellen, welche bei
Farbungen wie z.B. der Wright-Farbung bis jetzt problematisch war (SANDGREN et
al., 1991). Bei der hier angewendeten Methode wird das Zytokeratin der Epithelzellen
indirekt immunhistochemisch angefarbt, was eine eindeutige ldentifizierung dieser
Zellen zulasst. In Kombination mit einer Propidiumjodidfarbung, die die fir jede
Zellart typischen Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop rot erscheinen Iasst,
kdnnen die Zellen sicher differenziert werden.

Automatische Melksysteme (AMS) sind erst seit Anfang der 90er Jahre im Betrieb
und in sie wurden hohe Erwartungen bezlglich verbesserter Eutergesundheit und
Milchqualitat gesetzt. Diese Erwartungen wurden — wissenschaftlich untermauert
durch mehrere Studien — bereits mehrfach nicht oder nur teilweise bestatigt. Es
wurden oft erhOhte Keim- und Zellzahlen in der Tankmilch von im AMS gemolkenen
Kihen ermittelt (RODENBURG u. KELTON, 2001; WIRTZ et al., 2003).

Ob die Art des Melksystems Einfluss auf Abwehrmechanismen des Euters hat,

wurde bisher nicht untersucht. In der vorliegenden Studie wurden die Versuchskiihe
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in eine Melkstandgruppe und eine AMS-Gruppe unterteilt, um den Verlauf der
unspezifischen  Abwehrfaktoren Phagozytoseaktivitat der Milchzellen und
Lysozymkonzentration des Milchserums innerhalb der beiden Gruppen vergleichen
zu kénnen.

Fir die statistische Auswertung wurde das System SPSS, Version 15.0 fir Windows
verwendet. Der Verlauf der Parameter Phagozytoseaktivitat und
Lysozymkonzentration wurde mittels beschreibender Statistik berechnet. Die Kuhe
wurden in je zweimal zwei Gruppen unterteilt. FUr den Vergleich dieser Gruppen
(Mastitisfrei : Mastitis; AMS : Melkstand) wurde der nicht-parametrische Mann-
Whitney-U-Test gewahlt, der zwei unabhangige Stichproben vergleicht.

Um die moglichen Beziehungen zwischen Stoffwechselparametern einerseits und
Abwehrfaktoren und Zellfraktionen der Milchzellen andererseits zu charakterisieren
wurden Korrelationsanalysen angefertigt. Da der Korrelationskoeffizient nach
Pearson (r) stark von Ausrei3ern beeinflusst wird, wurden die einzelnen Parameter
vor den eigentlichen Korrelationsanalysen mittels Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest auf ihre Verteilung Uberprift. Lag eine Normalverteilung vor, wurde
der Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Falls die Daten nicht
normalverteilt waren, wurden sie logarithmiert und wiederum auf ihre Verteilung
uberpruft. Lag jetzt immer noch keine Normalverteilung vor, wurde bei diesen
Parametern der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (r°°) berechnet, der

auch fur nicht normalverteilte Daten geeignet ist.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Phagozytoseaktivitat der Milchzellen

Die Phagozytoseaktivitat veranderte sich im Verlauf des Untersuchungszeitraums
kaum. Von der 1. Messung im Zeitraum von 0.—4. Woche p. p. bis zur 3. Messung
(10.—14. Woche p. p) zeigten die Medianwerte der Phagozytoseaktivitat zwar eine
geringe Tendenz, anzusteigen, die Unterschiede zwischen den Messungen waren
aber statistisch nicht signifikant. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen
anderer Studien, die eine signifikante Beeintrachtigung der Funktionalitat

(Phagozytose und Respiratory Burst) der PMN in der Zeit unmittelbar p. p.
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beschreiben (GUIDRY et al., 1976; NAGAHATA et al., 1988; MEHRZAD et al., 2001,
PICCININI et al., 2004).

Beim Vergleich der Melkstandgruppe (MS) mit den im Automatischen Melksystem
(AMS) gemolkenen Kihen wurden hinsichtlich der Phagozytoseaktivitdt nur
geringgradige Unterschiede festgestellt. Der Medianwert der Phagozytoseaktivitat
der MS-Gruppe war tendenziell hoher, der Unterschied war aber statistisch nicht
signifikant. Bei getrennter Betrachtung der einzelnen Messungen war diese Tendenz
besonders bei der 1. Messung zu erkennen (P = 0,076).

Aufgrund der Ergebnisse wird angenommen, dass die Art des Melksystems in der
Frahlaktation keinen Einfluss auf die Phagozytoseaktivitat der Milchzellen hat.
Studien, die sich mit der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen bei in zwei
verschiedenen Melksystemen gemolkenen Kuhen beschaftigen, liegen in dieser Art
bisher nicht vor. Von WENDT (1992) wurde die These aufgestellt, dass sich ein
mehrmaliges Melken pro Tag (wie im AMS meist der Fall) positiv auf die
Phagozytose der Milchzellen auswirken konnte, da alte ,verbrauchte® PMN oOfter
ausgespult werden, wahrend neue und leistungsfahigere PMN nachrucken. Die

vorliegende Studie kommt zu keinem solchem Ergebnis.

In der vorliegenden Arbeit sollte auch untersucht werden, ob sich die
Phagozytoseaktivitat bei Kihen mit Mastitis von der bei Kihen ohne Mastitis
unterscheidet. Es zeigten sich zu keiner Messung statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Anhand der Ergebnisse wird deutlich,
dass keine Zusammenhange zwischen dem Vorkommen einer Mastitis im
Untersuchungszeitraum und der Phagozytoseaktivitat bestanden.

In anderen Studien wurde die Respiratory-Burst-Aktivitat (RB) als reprasentativer
Parameter fur die Funktionalitat der Milchleukozyten bei Kiilhen mit und ohne Mastitis
untersucht. MEHRZAD et al. (2004) und PICCININI et al. (2005) kamen dabei jeweils
zu dem Ergebnis, dass der RB der Milch-PMN bei Kihen mit Mastitis deutlich erhoht
war, was die Untersucher auf eine erhohte Aktivitat der PMN in infizierten
Eutervierteln schlieRen lie. Als Grund flr die gegensatzlichen Ergebnisse der
vorliegenden Studie zu den o. g. wird vermutet, dass sich die Art der Proben in den
genannten Studien von der vorliegenden unterschied: die Untersucher verwendeten
Sekretproben aus infizierten Eutervierteln. Die Proben der vorliegenden Studie

stammten dagegen von Kuhen, bei denen zum Zeitpunkt der Probenentnahme keine
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klinische Mastitis vorlag, sondern bei denen zu irgendeinem anderen Zeitpunkt der

Versuchsreihe eine klinische Mastitis diagnostiziert wurde.

4.2.2 Lysozymkonzentration im Milchserum

Die Lysozymkonzentration in den Milchseren der Versuchskihe war in der
vorliegenden Studie zumeist sehr gering, bei einigen Kuhen wurde kein Lysozym im
Milchserum nachgewiesen.

Untersuchungen von CHANDAN et al. (1968), GOTZE (1977), WENDT et al. (1994)
und PICCININI et al. (2005) unterstlitzen diese Ergebnisse.

Im Verlauf des Untersuchungszeitraums von der 1. bis zur 3. Messung veranderte
sich die Lysozymkonzentration kaum.

Der Vergleich der Gruppen nach Melksystem lieferte ebenfalls keine statistisch
signifikanten Ergebnisse. Die Lysozymkonzentration war bei im MS gemolkenen
Kuhen tendenziell hoher als bei der AMS-Gruppe. Es wird davon ausgegangen, dass
das Melksystem keine Auswirkung auf die Lysozymkonzentration des Milchserums
hat. Es liegen bisher keine weiteren Studien vor, die die Lysozymkonzentration bei in

verschiedenen Melksystemen gemolkenen Kiuhen vergleichen.

Beim Vergleich der Gruppen Kihe mit/ohne Mastitis wurden keine Unterschiede
bezlglich der Lysozymkonzentration der Milch festgestellt. Allenfalls bei der 2.
Messung tendierten die Kuhe mit Mastitis schwach zu einer hdheren
Lysozymkonzentration im Milchserum, der Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant (P = 0,232).

Die Hohe der Lysozymkonzentration ist nach den Ergebnissen unabhangig von einer
klinischen Mastitis im Untersuchungszeitraum.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen PICCININI et al. (2005), die keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Lysozymgehalten im Milchsekret gesunder und mit E.coli
infizierter Euterviertel fanden. In einer friheren Studie (PICCININI et al., 1999) war
der Lysozymgehalt in infizierten Vierteln dagegen geringer, wobei es sich beim
Testkeim dieser Arbeit um Staph. aureus handelte. Es besteht also die Moglichkeit,
dass die Atiologie der Infektion eine Rolle spielt und sich verschiedene Keime
unterschiedlich auf die Lysozymkonzentration des Milchserums auswirken. Es ist

aber nach wie vor umstritten, ob das Lysozym aufgrund seiner geringen
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Konzentration Uberhaupt eine relevante Rolle in der unspezifischen Abwehr des
Euters spielt (PYORALA, 2002; RAINARD u. RIOLETT, 2006).

4.2.3 Korrelationsanalysen

4.2.3.1 Stoffwechsel und Phagozytoseaktivitat

Bei den Korrelationsanalysen zwischen dem Parameter Phagozytoseaktivitat der
Milchzellen und den Stoffwechselparametern wurde eine signifikante positive
Korrelation zwischen der AP (Kihe > 3 Jahre) und der Phagozytoseaktivitat
festgestellt. Zwischen den Ubrigen  Stoffwechselparametern und  der
Phagozytoseaktivitat bestanden keine signifikanten Korrelationen.

Der Zusammenhang zwischen der positiven Wechselwirkung des Enzyms AP mit
einer vermehrten Phagozytoseaktivitat wird aus der Bedeutung der AP flr wichtige
Stoffwechselprozesse und deren Beeintrachtigung erklart. Das Ergebnis ist jedoch
vorsichtig zu bewerten, da nur bei einer der drei Messungen eine signifikante
Korrelation bestand und die Stichprobengrof3e der Korrelationsanalysen zwischen
Abwehrparametern und AP sehr klein war (n = 15).

Vergleichbare Ergebnisse finden sich in Arbeiten anderer Autoren nicht. In diesen
wird die reduzierte Aktivitat der PMN vor allem auf eine Hyperketonamie
zurtuckgefuhrt (KLUCINSKI et al., 1988; HOEBEN et al., 1997; LESLIE et al., 2000;
SURIYASATHAPORN et al., 1999, 2000). Dabei steht der Ketonkdrper BHB, der sich
in vitro und in vivo negativ auf Migration und Aktivitat der Milchleukozyten auswirkt,
meist im Vordergrund.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zusammenhange zwischen dem Ketonkorper BHB
und einer herabgesetzten Phagozytoseaktivitat nicht bestatigt. Die Korrelationen
zwischen den genannten Parametern waren nicht signifikant (P > 0,05) und die

Korrelationskoeffizienten lagen bei Werten von r = -0,004-0,175.

4.2.3.2 Stoffwechsel und Lysozymkonzentration

Bei den Korrelationsanalysen zwischen Stoffwechselparametern und der
Lysozymkonzentration ergaben sich einige statistisch signifikante Korrelationen. Der

Parameter Laktose korrelierte bei der 3. Messung negativ. mit der
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Lysozymkonzentration (r=-0,583; P = 0,002). Die Milchlaktosekonzentration steigt
bereits bei subklinischen Mastitiden an (PYORALA, 2003), der Lysozymgehalt der
Milch ist dagegen nicht wesentlich vom Gesundheitsstatus des Euters abhangig
(PICCININI et al., 2005) bzw. tendiert dazu, bei einer Mastitis zu sinken (PICCININI
et al., 1999). Es liegen bisher keine Arbeiten mit vergleichbaren Ergebnissen vor.

Des Weiteren korrelierten der BCS und die maximale BCS-Differenz jeweils bei der
3. Messung negativ mit der Lysozymkonzentration. Es wird angenommen, dass sich
hohe Konditionsnoten und erhebliche maximale Differenz der Konditionsnoten
aufgrund maglicher Stoffwechselbelastungen im peripartalen Zeitraum negativ auf
die Lysozymkonzentration des Milchserums auswirken. PICCININI et al. (2004)
stellten in ihrer Studie dagegen keine veranderten Lysozymkonzentrationen in der
Milch von Kuhen im peripartalen Zeitraum fest und halten diesen Parameter als

Marker fur physiologische Veranderungen nicht geeignet.

4.2.3.3 Stoffwechsel und Differentialzellbild

Die einzelnen Zellfraktionen des Differentialzellbildes in der Milch wurden in relativen
und absoluten Werten ausgedrickt und unabhangig voneinander betrachtet.

Relative Zellzahlen:

Bei den Ergebnissen der Korrelationsanalysen fiel auf, dass wiederholt signifikante
Korrelationen zwischen bestimmten Stoffwechselparametern und verschiedenen
Zellfraktionen der Milch bestanden. Zu diesen Stoffwechselparametern zahlen AP,
GGT, FEQ, Laktose, die max. BCS-Differenz und die Milchmenge.

Zwischen dem FEQ, der maximalen BCS-Differenz, der Laktose, der AP
(Kihe > 3 Jahre) und dem relativen PMN-Anteil bestanden jeweils signifikante,
negative Korrelationen. Der FEQ, die maximale BCS-Differenz und die AP steigen
bei negativer Energiebilanz und pathologischen Stoffwechselprozessen an. Es muss
allerdings Dberucksichtigt werden, dass die o.g. Korrelationen zwar statistisch
signifikant waren, die Korrelationskoeffizienten jedoch bis auf die Korrelation
zwischen AP und dem relativen PMN-Anteil (r=-0,619) unter -0,50 lagen. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Erhdhung der genannten Parameter den
relativen Anteil der PMN in der Milch negativ beeinflusst. Eine verminderte Migration
von PMN in das Euter kdnnte hier die Ursache sein. Auch SURYIASATHAPORN et
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al. (1999, 2000) beschreiben eine reduzierte Migration von PMN bei
Stoffwechselstorungen und besonders bei erhdhten BHB-Konzentrationen. Die
Korrelationen zwischen dem relativen PMN-Gehalt und dem Parameter BHB waren
in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht signifikant (P > 0,05).

Der Laktosegehalt der Milch sinkt bei Energiemangel (FURLL, 2005) und bei
subklinischen Mastitiden (BANSAL et al., 2005). Eine Erh6hung des relativen PMN-
Anteils in der Milch musste demzufolge im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Studie mit einer Erniedrigung des Laktosegehaltes der Milch
einhergehen, da es bei Mastitiden bereits im subklinischen Stadium zu einem
erhohten Einstrom von PMN in das Euter kommt (PAAPE et al., 1979, RIOLLET et
al., 2001).

Zwischen den Parametern GGT bzw. Milchmenge und der Zusammensetzung des
Differentialzellbildes der Milch bestehen aufgrund der Ergebnisse ebenfalls
Wechselwirkungen: Bei der jeweils gleichen Messung (2./3. Messung) korrelierten
die GGT und die Milchmenge signifikant positiv mit dem relativen PMN-Anteil der
Milchzellen und negativ mit dem relativen Lymphozyten-Anteil. Demnach geht eine
Erhdhung der beiden Stoffwechselparameter mit der Verschiebung des
Differentialzellbildes zugunsten der PMN und einer Erniedrigung des Lymphozyten-
Anteils einher.

Bei den Korrelationsanalysen zwischen relativem Makrophagen-Anteil der
Milchzellen und Stoffwechselparametern wurde festgestellt, dass signifikante positive
Korrelationen ausschlieRlich zwischen relativem Makrophagen-Anteil und dem
Enzym AP (bei Kihen < und > 3 Jahre) bestanden. In normaler Laktationsmilch sind
Makrophagen die am starksten vertretene Zellfraktion (LEE et al., 1980; KURZHALS
et al., 1985; SCHRODER, 2003, RANKL, 2004). Es wird angenommen, dass eine
Erhohung von AP eine Migration von Makrophagen in das Euter begunstigt oder, in
Zusammenhang mit den Ergebnissen der Korrelationsanalyse von AP und relativem
PMN-Anteil, eine verminderte Einwanderung von PMN bewirkt und sich somit das
Differentialzellbild zugunsten der Makrophagen verschiebt. Welcher Mechanismus
der jeweiligen Verschiebung des Differentialzellbildes bei Aktivitatssteigerung der
genannten Enzyme zugrunde liegen konnte, ist nicht bekannt. Vergleichbare Studien
liegen bisher nicht vor.

Die signifikanten Korrelationen zwischen Epithelzellen und Stoffwechselparametern

schienen keinem definitiven Trend zu folgen. Es wurde festgestellt, dass die Laktose
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bei allen Messungen positiv mit dem relativen Epithelzellen-Anteil korrelierte. Eine
Erhohung des Laktosegehalts der Milch ging demzufolge mit einer Erhdhung des
relativen Epithelzellen-Anteils einher. Epithelzellen in der Milch entstammen dem
Milchdrisenepithel und gelangen durch physiologische Abschilferung z.B. bei
mechanischer Belastung in das Milchsekret (MICHEL u. SCHULZ, 1987). Da die
Laktose u. a. in den epithelialen Zellen der Milchdrise synthetisiert wird, konnte die
vermehrte Abschilferung von degenerierten Epithelzellen zu einer erhohten
Freisetzung von Laktose in die Milch gefiihrt haben. PYORALA (2003) weilt aber
darauf hin, dass es im Falle eines Gewebeunterganges wahrend einer Mastitis zu

einer verminderten Biosynthese der Laktose in den Epithelzellen kommt.

Absolute Zellzahlen:

Bei den Ergebnissen der Korrelationsanalysen von absoluten Zellzahlen und
Stoffwechselparametern wurden bei allen drei Messungen stark negative signifikante
Korrelationen zwischen Laktose einerseits und PMN sowie Makrophagen
andererseits festgestellt (P = 0,000-0,030). Zwischen Lymphozyten und Laktose
konnten ebenfalls eine signifikante, negative Korrelation festgestellt werden, jedoch
nur bei der 1. Messung. Zwischen absolutem Epithelzellen-Gehalt und Laktose kam
es zu Kkeiner vergleichbaren signifikanten Korrelation. Die statistisch hoch
signifikanten Korrelationen von Laktose mit den absoluten Zahlen der o.g.
Zellfraktionen konnen auf 2 Arten gedeutet werden:

1. Die Erniedrigung der Milchlaktose steht in einem direkten Zusammenhang -
dessen Mechanismus nicht geklart ist - mit der Erhdhung besonders der PMN
und der Makrophagen.

2. Die absoluten Werte wurden aus den relativen Zahlen unter Einbeziehung des
SCC’s der Milch berechnet. Die Erhdhung des SCC bei Infektionen wird v. a.
durch den massiven Influx von PMN in das Euter verursacht (PAAPE et al.,
1979). Bei erhohten SCC-Werten erhohten sich durch die Berechnung
automatisch auch die absoluten Zahlen der einzelnen Zellfraktionen. Bei einer
Infektion kommt es zu einem Rickgang des Laktosegehalts in der Milch
(PYORALA, 2003), gleichzeitig nimmt der SCC deutlich zu, worauf auch die
stark negativen Korrelationen zwischen dem Laktosegehalt der Milch und vor
allem dem absoluten PMN- und Makrophagen-Gehalt der Milch zurtckgefihrt

werden.
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Milchfett und FEQ korrelierten mit den absoluten Zahlen der PMN, Lymphozyten und
Makrophagen signifikant positiv. Das Ansteigen des Milchfettgehalts und des FEQ
scheint somit den Einstrom dieser Zellarten zu begunstigen. In Vergleich zu den
Korrelationsanalysen von FEQ und relativen PMN fiel auf, dass dort eine negative
Korrelation bestand. Der FEQ scheint sich demzufolge zwar positiv auf den
absoluten PMN-Gehalt der Milch auszuwirken, die Zusammensetzung der
Milchzellen aber zugunsten der anderen Zellfraktionen zu verschieben.

Des Weiteren wurde festgestellt, dass der pH-Wert der Milch mit den drei absoluten
Zellfraktionen PMN, Makrophagen und Lymphozyten bei der 1 u./o. 2. Messung
signifikant negativ korrelierte. Bezugnehmend auf die Berechnung der absoluten
Zahlen aus relativen Zellzahlen und dem SCC (s. 0.) kann eine Erh6hung der drei
Hauptzellarten in der Milch mit einer Erhéhung des SCC gleichgesetzt werden. Zu
einer Erhohung des SCC kommt es bei Infektionen in der Milch. Im Falle einer
Infektion musste der pH-Wert in der Milch ebenso ansteigen (FURLL, 2005). In der
vorliegenden Studie war das Gegenteil der Fall: die absoluten Zellzahlen und somit
der SCC und der Milch-pH-Wert korrelierten signifikant negativ miteinander. Warum
es zu einer solchen Korrelation kam, ist unklar. Ahnliche Ergebnisse wurden bisher
nicht veroffentlicht.

Bei den Korrelationsanalysen zwischen dem Leberenzym GGT und absolutem PMN-
sowie Makrophagen-Gehalt der Milch wurden zur jeweils 3. Messung signifikant
positive Korrelationen festgestellt. Die GGT korrelierte auch mit dem relativen PMN-
Anteil der Milchzellen signifikant positiv (2. Messung). Zu einem Anstieg der GGT
kommt es v. a. bei Cholestasen. Die Frage, ob es einen direkten Zusammenhang
zwischen erhéhten GGT-Werten und erhéhten PMN- sowie Makrophagen-Gehalten
in der Milch gibt, muss offen bleiben. Uber Wechselwirkungen zwischen der GGT

und den genannten Zellarten wurde bisher nicht berichtet.
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4.2.3.4 Differentialzellbild und Phagozytose-

aktivitat/Lysozymkonzentration

Der relative PMN-Anteil der Milchzellen korrelierte zu allen Zeitpunkten signifikant
positiv mit der Phagozytoseaktivitat. Auch zwischen dem absoluten PMN-Gehalt und
der Phagozytoseaktivitat wurden signifikante, positive Korrelationen festgestellt. Das
Ergebnis unterstreicht die Wichtigkeit der Rolle der PMN als Phagozyten in der Milch
(PAAPE et al., 2002, 2003).

Das Ergebnis wird von der signifikanten, negativen Korrelation zwischen dem
relativen Lymphozyten-Anteil — nicht phagozytierenden Zellen — und der
Phagozytoseaktivitat noch unterstrichen. Der relative Makrophagen-Anteil der
Milchzellen korrelierte ebenfalls signifikant negativ mit der Phagozytoseaktivitat.
Phagozytierende Makrophagen sollen zumindest in der Laktationsmilch keine grolde
Rolle spielen, sondern eher im Trockenstehersekret von Bedeutung sein (FOX et al.,
1988).

Die Korrelationsanalysen zwischen dem Differentialzellbild in der Milch und der
Lysozymkonzentration des Milchserums ergaben ahnliche Ergebnisse. Es wurden
auch hier signifikante, positive Korrelationen zwischen relativem PMN-Anteil sowie
absolutem PMN-Gehalt und der Lysozymkonzentration ermittelt. Lysozym gelangt
zum einen Uber die Blut-Euter-Schranke in die Milch (NICKERSON, 1985; LUNAU,
1989), wird in den Zellen des Milchdrisengewebes gebildet und ist ebenso
Bestandteil der Granula der PMN in der Milch (WENDT, 1992). Aus diesem Grund
wird angenommen, dass es bei erhohtem Vorkommen von PMN in der Milch zu einer
erhdhten Freisetzung von Lysozym kam. PICCININI et al. (2004) schlagen Lysozym
aufgrund seines Vorkommens in den zellularen Granula als Marker fir eine
neutrophile Aktivitat in der Milch vor. Relative Zahlen der Lymphozyten,
Makrophagen und Epithelzellen korrelieren signifikant negativ. mit der
Lysozymkonzentration, obwohl Lysozym auch in Makrophagen exprimiert und
produziert wird (CHUNG et al., 1988).
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4.3 Schlussfolgerungen

Abschlieend ist festzustellen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Studie einige
deutliche Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen den Parametern der
unspezifischen Abwehrvorgange des Euters ,Phagozytoseaktivitat der Milchzellen®,
,Lysozymkonzentration im Milchserum® sowie ,Differentialzellbild der Milch®
einerseits und den verschiedenen berlcksichtigten Stoffwechselparametern

andererseits geben.

Besonders zwischen den Parametern AP, GGT, Laktose, Milch-pH-Wert und BCS
und den verschiedenen Parametern der unspezifischen Abwehrmechanismen des

Euters bestehen Wechselwirkungen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben keine Hinweise auf Einflisse der Art
des Melksystems auf die Parameter Phagozytoseaktivitat der Milchzellen und
Lysozymkonzentration im  Milchserum. Anhand der Ergebnisse stehen
Abweichungen der gepriften Abwehrparameter in keinem Zusammenhang mit dem

Auftreten einer klinischen Mastitis im Versuchszeitraum.
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) Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollten mogliche Beziehungen zwischen verschiedenen
Stoffwechselparametern einerseits und Lysozymkonzentration des Milchserums,
Phagozytoseaktivitat der Milchzellen sowie dem Differentialzellbild in der Milch als
Parameter der unspezifischen Abwehrvorgange des Euters andererseits untersucht
werden. Ein moglicher Einfluss des verwendeten Melksystems (Melkstand vs. AMS)

und dem Auftreten einer Mastitis im Versuchszeitraum wurde bertcksichtigt.

Die Versuchskihe (n=29) wurden in einem Betrieb unter identischen
Haltungsbedingungen gehalten. Als stoffwechselrelevante Parameter wurden AST,
GLDH, Bilirubin, AP, CK und GGT, p-Hydroxybutyrat (BHB), Insulin-like Growth
factor-1 (IGF-1) und in der Milch der Laktose-, Harnstoff-, Fett- und Eiweil3gehalt, der
Fett-Eiweif-Quotient (FEQ), der somatische Zellgehalt (SCC), der pH-Wert und die
Milchmenge herangezogen. Aullerdem wurden Beurteilungen der Korperkondition
mittels Body Condition Scoring (BCS) und Messung der Ruckenfett- und Muskeldicke
durchgefuhrt. Der Untersuchungszeitraum begann jeweils in der Woche des
errechneten Abkalbetermins und endete 14 Wochen p. p. Die Entnahme der Blut-
und Milchproben erfolgte wochentlich, die Korperkonditionsbeurteilung erfolgte alle
14 Tage. Fur das Differentialzellbild, den Phagozytosetest und den Lysozymtest
wurde innerhalb von drei Zeitintervallen p. p. (0.—4., 5.-8. und 10.-14. Woche p. p.)

je eine Milchprobe enthommen.

Fir die Bestimmung des Differentialzellbiides kam eine indirekte
Immunfluoreszenzfarbung der  Milchzellen in  Kombination mit  einer
Propidiumjodidfarbung zur Anwendung (RANKL, 2004). Die Bestimmung der
Phagozytoseaktivitat der Milchzellen erfolgte mikroskopisch unter Verwendung von
fluoreszierenden E.coli (SCHLECHT, 2004). Die Lysozymkonzentration wurde mittels
eines modifizierten Agardiffusionstests nach OSSERMANN u. LAWLOR (1966) und
LIE et al. (1986) bestimmt (SCHLECHT, 2004). Fir die statistische Auswertung
wurden Korrelationsanalysen (Korrelationskoeffizient nach Pearson bzw. Spearman),
der Mann-Whitney-U-Test sowie ein gemischtes Regressionsmodell mit Korrektur fur

wiederholte Messungen durchgeflhrt.

Zwischen AP und Phagozytoseaktivitat bestand bei der 3. Messung (10.-14. Woche
p. p.) eine positive Korrelation (r = 0,674). Zwischen Phagozytoseaktivitdt und BHB

wurden keine signifikanten Korrelationen festgestellt (P > 0,05).
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Die Lysozymkonzentration korrelierte zum einen signifikant negativ mit dem
Laktosegehalt der Milch (r =-0,583) und zum anderen signifikant negativ mit dem
BCS (r =-0,437) bzw. der maximalen BCS-Differenz (r = -0,658).

AP, FEQ und die maximale BCS-Differenz korrelierten jeweils signifikant negativ mit
dem relativen PMN-Anteil des Differentialzellbildes in der Milch (r= -0,619 bzw.
r =-0,460 bzw. r = -0,386 —-0,394).

AP korrelierte zu verschiedenen Messungen signifikant positiv mit den Makrophagen
(r=0,551-0,744).

Zwischen GGT und relativem PMN-Anteil sowie zwischen GGT und absoluten PMN-
Gehalt der Milch wurden jeweils signifikante, positive Korrelationen festgestellt
(r=10,465 bzw. r = 0,408).

Der absolute PMN-Gehalt sowie der absolute Makrophagen-Gehalt korrelierten
jeweils bei allen 3 Messungen (0.—4., 5.-8. und 10.-14. Woche p. p.) signifikant
negativ mit dem Laktosegehalt der Milch (r = -0,494 — -0,611 bzw. -0,411 — -0,644).
Der Lymphozyten-Gehalt korrelierte bei der 1. Messung (0.—4. Woche p. p.)
signifikant negativ mit dem Laktosegehalt der Milch (r = -0,628).

Der relative Epithelzellen-Anteil korrelierte dagegen signifikant positiv mit dem
Laktosegehalt der Milch (r = 0,384-0,434).

Zwischen dem Milch-pH-Wert und den absoluten Zahlen der Zellarten PMN,
Makrophagen und Lymphozyten wurden zu verschiedenen Messzeitpunkten

signifikant negative Korrelationen festgestellt (r = -0,386—-0,475).

Einflisse der Melksysteme (Melkstand vs. AMS) auf die Phagozytoseaktivitat oder
die Lysozymkonzentration wurden nicht festgestellt. Zwischen Abweichungen der
gepruften Abwehrparameter und dem Auftreten einer klinischen Mastitis im

Versuchszeitraum wurden keine Zusammenhange festgestellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben einige Hinweise auf
Wechselwirkungen zwischen den Parametern der unspezifischen Abwehr des
Euters (,Phagozytoseaktivitat der Milchzellen®, ,Lysozymkonzentration des
Milchserums® sowie ,Differentialzellbild der Milch®) einerseits und den verschiedenen

berucksichtigten Stoffwechselparametern andererseits.
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6 Summary

Interrelations between metabolic parameters and innate defense
mechanisms of the bovine udder during the periparturient period in
consideration of two different milking systems.

In this study, possible interrelations between different metabolic parameters and
Parameters of the innate defense mechanisms of the bovine udder, i. a. lysozyme
content of the milk, phagocytic activity of milk cells and milk differential cell count
should be examined. It was also checked if the innate defense mechanisms were
influenced by the type of milking system (milking parlour vs. automatic milking

system, AMS) or by clinical mastitis incidence during the investigation period.

The examined dairy cows (n=29) were all housed in one farm under equal
conditions. To reflect the metabolic status of the cows, following parameters were
evaluated: AST, GLDH, Bilirubin, AP, CK, GGT, B-hydroxy-butyric acid (BHB),
Insulin-like growth-factor-I (IGF-1) and in milk the parameters lactose, urea, fat,
protein, fat-protein-quotient (FPQ), SCC, pH and milk yield. Additional information
about the metabolic status provided the results of the body condition scoring (BCS)
and the measurement of back fat and muscle thickness via ultrasound. The period of
investigation started in each case during the week of the expected date of calving
and was finished by week 14 p. p. Blood- and milk-samples were taken weekly, body
condition scoring was performed in a two-week interval. The differential cell count,
the phagocytic activity of the milk cells and the lysozyme content in milk were

examined at three times within three time-intervals p. p. (week 0.—-4., 5.-8. and 10.—
14. p. p.).

The differential cell count was examined by using an indirect immune fluorescent
staining in combination with a propidium iodide staining (RANKL, 2004).
A microscopy method was used for the estimation of phagocytosis by using
fluorescent E.coli (SCHLECHT, 2004). The lysozyme content of the milk was
evaluated by usage of a modified agar diffusion test (SCHLECHT, 2004) according to
OSSERMAN and LAWLOR (1966) and LIE et al. (1986). The interrelations between
metabolic parameters and innate defense factors were statistically assessed by using
correlation analysis (Pearson or Spearman correlation coefficient) and the Mann-

Whitney-U-Test and a regression analysis respectively were performed to be able to
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compare the groups of cows with or without mastitis and cows milked in the two
different milking systems.

The correlation between AP and phagocytic activity was significant positive at the 3™
measurement (week 10.-14. p. p.) (r=0,674). No significant correlations between
the phagocytic activity and BHB were asessed (P > 0,05).

Between the lysozyme content of the milk and the lactose-content of the milk
(r=-0,583) respectively BCS (r=-0,437) and max. BCS-spread (max. spread of
BCS from 1° till last examination) (r = -0,658) negative correlations existed.

There were significant negative correlations beween AP, FPQ, max. BCS-spread on
one hand and the relative PMN-fraction of the milk cells on the other hand
(r=-0,619; r=-0,460; r = -0,386 — -0,394).

Between AP and the relative fraction of macrophages significant positve correlations
were detected at different measurements (r = 0,551-0,744).

Between GGT and relative and absolute PMN-rates existed significant positive

correlations, respectively (r = 0,465 bzw. r = 0,408).

Between the absolute fractions of PMN and macrophages and the lactose content of
the milk there were significant positive correlations at all three examinations
(examinations intervals at week 0.-4., 5.-8. and 10.-14. p. p.) (r = -0,494- -0,611
and -0,411- -0,644). Between the absolute fraction of the lymphocytes and the
lactose content one significant negative correlation (r = -0,628) was detected at the
1% examination (week 0.—4. p.p.). By contrast, correlations between the relative
fraction of the epithelial cells and the lactose content of the milk were positive
(r=0,384 —0,434).

The milk-pH negatively correlated repeatedly with the absolute numbers of PMN,

macrophages and lymphocytes (r = -0,386— -0,475).

An effect on the given defense mechanisms by the different milking systems (milking
parlour vs. AMS) was not detected. Variations of the examined defense mechanisms

were not related to mastitis incidence during the examination period.

The results of the present study lead to the suggestion, that there indeed exist
interrelations between the parameters of the innate defense of the udder “phagocytic
activity of the milk cells”, “lysozyme content in milk”, the “differential cell count in milk”
on one hand and the different and the considered metabolic parameters on the other

hand.
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Anhang

8 Anhang

Tab. 31: Korrelationsanalysen zwischen der Phagozytoseaktivitat der Milchzellen
sowie der Lysozymkonzentration der Milch und Stoffwechselparametern in Blut und
Milch und Korperkonditionswerten bei der 1. (0.—4. Woche p. p.), 2. (5.-8. Woche
p. p.) und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.).

n = Anzahl, r = Korrelationskoeffizient n. Pearson, r Korrelationskoeffizient nach
Spearman, P = Signifikanz der Korrelation; In=Iogarithmierter Wert, */ **=die

Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05/0,01 signifikant (zweiseitig)

Sp —

Phagozytose- Lysozym-

Stoffwechsel- | Messung aktivitat (%) konzentration
Parameter n n (ng/ml)

r P r P

28 |-0,115 0,560 27 | 0,011 0,957

Bilirubin (umol/) 2 28 | 0,131 0,506 24 1-0,150 0,483

28| 0,152 0,441 26 |-0,011 0,956

28 |-0,338 0,079 27 |-0,098 0,626
AST (U/l) 2 28 | 0,150 0,445 24 | 0,223 0,295
28 | 0,246 0,208 26 | 0,229 0,261

131-0,204 |0,487 |12 |-0,527  |0,078
AP (U/l)

(Alter der Kuh |2 131-0,110 |0,723 9 |-0,234 0,544
< 3 Jahre) 3 13| 0,012 0,943 11 1-0,431 0,186
AP (UI) 15| 0,674 * [0,011* |15 |-0,209 0,454

(Alter der Kuh |2 131-0,012 |0,968 15 |-0,223 0,424
>3 Jahre) 3 15| 0,032 0,921 15 |-0,493 0,062

1" 28 [-0,089 10,653 27 |-0,258 0,195

GLDH (U/) 2/n 28 | 0,036 0,855 24 |-0,329 0,116

3 28 [-0,039 |0,844 26 | 0,063 0,760
1" 28 |-0,048 10,810 27 |-0,296 0,134
GGT (U/) 2 28 | 0,004 0,983 24 |-0,078 0,717
3 28 | 0,195 0,320 26 | 0,075 0,717

28 |-0,123 0,534 27 |-0,052 0,797
CK (UN) 2 28| 0,127 0,519 24 | 0,082 0,705
28 |-0,031 0,874 26 | 0,144 0,483
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Fortsetzung Tab. 31:

Stgf;\r/\;enc]thesrel- Messung | n r P n r P
1" 28| 0,175 0,373 27 10,029 0,885

BHB (mmol/l) |2 28 [-0,004 10,986 |24 |-0,158 0,460
3 280,110 [0,578 |26 | 0,200 0,327

280,037 |0852 |27 |-0,057 0,779

IGF-I (nmol/l) 2 28 |-0,284 0,143 24 |-0,094 0,662
2810156 |0427 |26 |-0,189 0,354

ileh 0 260,071 [0,729 |25 | 0,181 0,386

lHcnmenge

J 2810213 0277 |24 | 0178 0,406
280,199 |0,309 |26 | 0,205 0,315

28 1-0,333 |0,083 |27 | 0,165 0,410

Milihharrlllls)toff 28| 0260 0,182 |24 | 0,390 0,060

mmo

2710368 |0,059 |25 | 0,057 0,785

281-0293 [0,130 |27 | 0,199 0,321

Milcheiweif (%) |2 28 [-0,046 |0,817 |24 | 0,097 0,654
27 1-0,013 0,949 |25 |-0,043 0,838

28 [-0190 |0,333 |27 |-0,049 0,806

Milchfett (%) |2 28 [-0212 0,279 |24 |-0,191 0,372
27 1-0,090 10,656 |25 [-0,112 0,594

28 1-0,093 0,638 |27 [-0,138 0,491

FEQ 2 28 1-0,194 |0,322 |24 |-0,215 0,313

27 1-0,074 |0,714 |25 |-0,092 0,662

28 [-0,017 ]0,932 |27 |-0,184 0,358

Laktose (%) |2 28 1-0178 |0,364 |24 |-0,157 0,464
271-0,177 10376 |25 |-0,583 ** |0,002 **

28| 0170 |0,388 |27 [-0,052 0,796

Milch-pH-Wert |2 28 [-0,166 0,398 |24 | 0,153 0,475
271009 |0,633 |25 |-0,207 0,320
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Fortsetzung Tab. 31:

Stoffwechsel- | Messung | n r P n r P
parameter

28 |-0,004 0,985 27 | 0,146 0,467
28 | 0,009 0,964 24 1-0,144 0,596
26 |-0,169 0,410 24 |-0,437* 0,033~

BCS

28 10,007 0,973 27 1-0,163 0,416
28 [-0,206%° (0,293 24 | 0,101%" (0,638
26 (-0,191 0,350 24 | 0,011 0,958

BCS Differenz

28 1-0,051 [0,797 |27 |-0,150  |0,455
BCS max. |2 2810222 (0256 |24 |-0,180  |0,401
28 1-0,052 (0,794 |26 |-0,658** |0,000 **

280,081 [0683 |27 | 0,052 |0,797
RFD (mm) |2 280,019 (0924 |24 |-0,091  |0,673
26 |-0,106 [0,605 |24 |-0,363  |0,081

28 [-0,117 |0,555 |27 |-0,047 0,814

RFD(Diffe)renZ 2 28 1-0,164  |0,406 24 | 0,256 0,226
mm

26| 0,033 (0,872 |24 |-0,031 0,886

28 |-0,118 0,550 |27 |-0,076  |0,708
RFD max. (mm) | 2 28 1-0,284 (0,143 |24 | 0,070  |0,746
28 1-0,151 [0,444 |26 |-0,132  |0,520

281-0,058 0,769 |27 | 0,219  |0,273
MD (mm) |2 27 1-0,004 0,984 |23 |-0,078  |0,723
26 |-0,096 (0,642 |24 |-0271  |0,201

271-0132 |0510 |26 | 0,152 0,459

MD (Diffe)fenz 2 27 1-0,052 0,796 23 [-0,214 0,327
mm

26 |-0,150 |0,465 |24 | 0,043 0,843

281-0,182 0,353 |27 | 0,073  |0,718
MD max. (mm) |2 281-0,255 0,190 |24 | 0,003  |0,988
281-0,080 0,686 |26 |-0,182  |0,374
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Tab. 32: Korrelationsanalysen zwischen PMN in der Milch und
Stoffwechselparametern in Blut und Milch sowie Korperkonditionswerten bei der 1.
(0.—4. Woche p. p.), 2. (6.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.).

n = Anzahl, r = Korrelationskoeffizient n. Pearson, P = Signifikanz der Korrelation;
n = logarithmierter Wert, */ **= die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05/0,01
signifikant (zweiseitig)

PMN relativ (%) PMN absolut™
Stoffwechsel- | Messung (x 1000/ml)
Parameter n n
r P r P

290,025 0,898 |29 | 0,86  [0,335
Bilirubin (umol/) |2 29|-0,078 10,692 |28 |-0,196  [0,317
2810111 |0,567 |28 | 0,139  |0,481

29 [-0,045 0,816 |29 [ 0,201  |0,295
AST (UI) |2 280,071 0,720 |28 [-0,079  |0,689
290253 |0,185 |28 [0,213  |0,277

13 -0,304 0,312 13 |-0,127 0,679

AP (U/l)
(Alter der Kuh |2 131 0,195 |0,522 13 |-0,021 0,946
< 3 Jahre) 3 13[-0,329 |0,273 13 -0,480 0,097
AP (UN) 16 | 0,082 |0,763 16 | 0,208 0,440
(Alter der Kuh |2 151-0,619* |0,014* |15 |-0,202 0,471
>3 Jahre) 3 16 [-0,252  |0,346 15 | 0,058 0,839
1" 29 1-0,190 0,324 29 |-0,063 0,744

GLDH Uy |2" 28| 0,146 |0,457 |28 | 0,021 0,916
3 29 |-0,043 0,825 28 [-0,070 0,722

1" 29 1-0,100 |0,605 29 [-0,028 0,885

GGT (UNl) 2 28| 0465* [0,013* |28 | 0,357 0,063
3 291 0,172 10,373 28 | 0,408* 0,031*

29 [-0,182 0,344 |29 [ 0,201  |0,296
ckun |2 280,029 [0,885 |28 |0,155  |0,431
290,015 0937 |28 [-0,140  |0,477
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Fortsetzung Tab. 32:

Stoffwechsel- | Messung | n r P n r P
parameter

1" 29| 0,110 0,569 29 [-0,036 0,854
BHB (mmol/l) |2 280,159 |0,418 |28 |-0,047  |0,811
3 29| 0,081 0,676 28 | 0,063 0,751

29 |[-0,363 0,053 29 [-0,442 * 0,016 *
IGF-1 (nmol/l) |2 281-0,358 |0,061 |28 |-0,371  [0,052
29| 0,090 0,641 28 [-0,033 0,868
27 | 0,271 0,172 27 [-0,283 0,153
Milchmenge (I) |2 28 | 0,187 0,340 28 | 0,082 0,678
29| 0,410* 0,027 28 | 0,217 0,267
29 |-0,076 0,696 29 | 0,085 0,663
Milchharnstoff 28 |-0,107 |0,589 |28 |-0,145 0,460

(mmol/l)

28 | 0,355 0,064 28 | 0,153 0,4373
29 | 0,056 0,775 29 | 0,228 0,235
Milcheiweil (%) 2 28 | 0,031 0,875 28 | 0,078 0,692
28| 0,193 0,324 28 | 0,149 0,449

29 |-0,039 0,840 29 | 0,384 * 0,040 *

Milchfett (%) 281-0,009 |0,965 |28 | 0,408* 0,031*
28 [-0,324 0,092 28 [-0,187 0,342
29 |-0,069 0,723 29 | 0,293 0,123

FEQ 2 28 |-0,007 0,974 28 | 0,385 * 0,043 *
28 |-0,460 * |0,014 28 [-0,283 0,144

29 1-0,199 0,301 29 |1-0,611** {0,000 **

Laktose (%) |2 281-0,189 0,335 |28 |-0,494 ** 0,007 **

28 |-0,409 * |0,030 28 [-0,620 ** |0,000 **

29 | -0,056 0,774 29 [-0,386 * 0,039 *
pH 28 |-0,049 0,803 28 |-0,345 0,073
28 [-0,151 0,442 28 [-0,293 0,130
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Fortsetzung Tab.32:

Stoffwechsel- | Messung | n r P n r P
parameter

1 2910225 [0,241 29 | 0,147 0,447

BCS 2 280,003 |0,989 (28 |-0,279 0,150

3 271-0194 0,333 |26 |-0,307 0,127

1 29[-0096 (0,619 [29 [-0,328 0,082

BCS Differenz |2 28 1-0159 0,420 |28 |-0,211 0,282

3 27 1-0,150 0,455 (26 |-0,176 0,390

1 29[-0,394* [0,035* |29 [-0,312 0,100

BCS max. |2 28 1-0,325 0,092 |28 |-0,188 0,337

3 29 -0,386* |0,039* (28 |-0,360 0,060

1 29[ 0195 [0,311 29 | 0,107 0,582

RFD (mm) |2 2810232 10,235 |28 | 0,043 0,827

3 27 1-0,012 10,953 (26 |-0,130 0,528

1 29[-0,304 (0,109 (29 [-0,121 0,532

RFD(Diffe)fenZ 2 281-0171 0,383 |28 |-0,015 0,940
mm

3 2710030 (0,883 126 | 0,001 0,996

1 29 [-0,096 [0,621 29 [-0,002 0,992

RED max. (mm) |2 28 1-0273 10,160 |28 |-0,336 0,081

3 291-0208 |0,278 |28 |-0,247 0,204

1 29[ 0129 (05506 |29 [ 0,072 0,710

MD (mm) 2 27 1-0,052 0,796 |27 |-0,420 0,029 *

3 2710082 10,684 (26 |-0,099 0,629

1 28 [-0,007 [0,970 (28 [-0,151 0,443

MD ?iffe)fenz 2 27 1-0205 0,304 |27 |-0,038 0,850
mm

3 2710191 0,339 126 | 0,266 0,189

1 29[-0,048 10,805 [29 |-0,276 0,148

MD max. (mm) |2 28 1-0,046 |0,816 |28 |-0,184 0,350

291-0192 0,318 |28 |-0,137 0,488
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Tab. 33: Korrelationsanalysen zwischen Makrophagen in der Milch und

Stoffwechselparametern in Blut und Milch sowie Korperkonditionswerten bei der 1.

(0.—4. Woche p. p.), 2. (6.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.).

n = Anzahl, r = Korrelationskoeffizient n. PearscIJn, r°P = Korrelationskoeffizient nach
n _

Spearman, P = Signifikanz der Korrelation; ™ = logarithmierter Wert, */ **=die
Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05/0,01 signifikant (zweiseitig)

Makrophagen Makrophalgen
Stoffwechsel- | Messung relativ (%) absolut™
Parameter n n
r P r P

29 |-0,227 (0,236 |29 | 0,111  |0,565
Bilirubin (umol/)| 2 28 | 0,101 |0,609 |28 |-0,158  |0,422
29 |-0,170 |0,377 |28 | 0,097  |0,623

29 |-0,184 0,338 29 | 0,188 0,330
AST (U/) 2 28 [-0,091 |0,646 28 |-0,186 0,344
29 |[-0,193 0,317 28 | 0,088 0,656

13 | 0,228 0,454 13 | 0,014 0,964

AP (UN) . .
(Alter der Kuh |2 13 | 0,632* [0,020* |13 | 0,100 0,745
<3Jahre) |3 13 | 0,744 *<| 0,004 ** |13 |-0,111 0,717
AP (UI) 16 |-0,287 0,281 16 | 0,128 0,636
(Alter der Kuh |2 15 | 0,551 * [0,033* |15 | 0,151 0,591
> 3 Jahre) 3 16 | 0,244 (0,363 15 | 0,274 0,323
q'n 29 [-0,029 0,883 |29 |-0,020 0,919
GLDH (U/l) 2 28 |-0214 (0,275 |28 |-0,127 0,521
3 29 [-0,051 0,791 28 | 0,076 0,702
q'n 29 | 0,065 |0,738 |29 | 0,015 0,939
GGT (U/l) 2 28 | 0,062 0,761 28 | 0,154 0,433
3 29 | 0,140 0,470 |28 | 0,551 ** [0,002 **

29 [-0,013 10,948 29 | 0,310 0,102
CK (U/) 2 28 [-0,067 0,735 28 | 0,169 0,390
29 [-0,002 0,993 28 |-0,248 0,203
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Fortsetzung Tab. 33:

Stoffwechsel- Messung | n r P n r P
parameter

qIn 29 |-0,056 (0,775 29 [-0,111 0,565
BHB (mmol/l) |2 28 10,180 (0,360 |28 |-0,104 0,597
3 29 |-0,114 |0,556 28 [-0,047 0,811
29 | 0,230 0,229 29 [-0,291 0,126
IGF-1 (nmol/l) 28 | 0280 0,149 |28 |-0,167  |0,396
29 | 0,026 0,895 28 [-0,071 0,719

27 |-0,161 0,422 27 |-0,546 ** |0,003 **

Milchmenge (1)
2 28 [-0,179 0,363 28 |-0,071 0,720
29 |-0,027 0,891 28 | 0,068 0,732
29 |-0,091 0,639 29 | 0,065 0,736
Milchharnstoff |2 28 |-0,044 (0,823 |28 |-0,159 0,419
(mmol/l)

28 |-0,115 0,559 28 |-0,033 0,868
29 |-0,110 0,570 29 | 0,176 0,360
Milcheiweil (%) 2 28 |-0,099 0,618 28 | 0,075 0,703
28 |-0,001 0,997 28 | 0,094 0,634

29 | 0,100 |0,606 29 | 0,499 ** 0,006 **

Milchfett (%) 28 1-0,102 |0,605 |28 | 0466* (0,013 *
28 | 0,058 (0,768 28 [-0,054 0,787

29 | 0,132 (0,494 29 | 0,425~ 0,022 *

FEQ 28 |-0,065 |0,744 28 | 0,441~ 0,019~
28 | 0,050 0,800 28 [-0,111 0,572

29 | 0,062 |0,751 29 |-0,644 ** |0,000 **

Laktose (%) 28 | 0,200 [0,308 |28 |-0,411* (0,030 *
28 | 0,172 0,381 28 |-0,609 0,001

29 | 0,088 (0,649 29 |-0,399* 0,032~

pH 2 28 |-0,083 10,675 28 |-0,399 * 0,036 *
28 | 0,086 |0,663 28 [-0,305 0,114
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Fortsetzung Tab. 33:

Stoffwechsel- Messung | n r P n r P
parameter
29 [-0,311 [0,100 |29 |-0,028 0,884
BCS 28 1-0,017 10,933 |28 1-0,341 0,076
27 | 0,044 |0,829 |26 |-0,311 0,122
29 [-0,299 [0,115 |29 |-0,456* |0,013*
BCS Differenz |2 28 | 0,075% (0,706 |28 |-0,216%° {0,270
27 |-0,032 |0,875 |26 |-0,155 0,451
29 | 0,195 |0,309 |29 1-0,139 0,472
BCS max. |2 28 10,183 (0,351 128 | 0,036 0,855
29 | 0,148 |0,443 |28 |-0,242 0,214
29 [-0,259 |0,175 |29 |-0,061 0,753
RED (mm) |2 28 [-0,234 [0,231 |28 |-0,176 0,370
27 10,019 [0,925 |26 |-0,141 0,491
29 | 0,023 |0,906 |29 |-0,021 0,915
RFD(DiffifenZ 28 1-0,093 |0,636 |28 | 0,025 0,901
mm
27 | 0,025 [0,900 |26 |-0,035 0,866
29 | 0,230 [0,231 |29 | 0,123 0,526
29 [-0,007 |0,973 |28 |-0,274 0,158
29 | 0,082 |0,674 |29 | 0,041 0,831
MD (mm) 27 1-0,017 10,934 |28 1-0475* |0,012*
27 [-0,078 |0,699 |26 |-0,221 0,277
28 | 0,063 |0,750 |28 |-0,175 0,374
MD ?iffe)renz 27 10240 [0,229 27 | 0,146 0,466
mm
27 [-0265 |0,182 |26 | 0,208 0,308
29 | 0,166 |0,390 |29 |-0,275 0,148
MD max. (mm) |2 28 | 0,004 |0,982 |28 |-0,204 0,297
29 | 0,072 |0,710 |28 |-0,058 0,770
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Tab. 34:

Korrelationsanalysen zwischen
Stoffwechselparametern in Blut und Milch sowie Korperkonditionswerten bei der 1.

Lymphozyten

in der

Milch

(0.—4. Woche p. p.), 2. (6.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.).
n = Anzahl, r = Korrelationskoeffizient n. Pearson, r° = Korrelationskoeffizient nach

Spearman, P = Signifikanz der Korrelation; n = logarithmierter Wert, */ **=die
Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05/0,01 signifikant (zweiseitig)
Lymphozyten Lymphozyten
Stoffwechsel- relativ (%) absolut"
Parameter Messung n n
r P r P
1 29 | 0,194 (0,314 29 | 0,063 0,168
Bilirubin (umol/) 2 28 | 0,002 0,991 28 [-0,036 0,856
29 | 0,023 |0,905 29 | 0,309 0,109
1 29 | 0,240 (0,210 29 | 0,376 * 0,044 *
AST (U/l) 2 28 [-0,019 0,925 28 [-0,078 0,694
29 |-0,117 (0,544 28 | 0,075 0,705
13 | 0,095 0,759 13 | 0,032 0,919
AP (UN)
(Alter der Kuh 2 13 |-0,568 * |0,043* |13 |-0,371 0,212
<3 Jahre) 13 |-0,222 |0,466 |13 |-0,404 0,171
1 16 | 0,175 0,517 16 | 0,335 0,205
AP (UN)
(Alter der Kuh 15 1 0,399 0,141 15 | 0,382 0,160
>3 Jahre) 16 | 0,135 [0,617 |15 | 0,435 0,105
11N 29 | 0,260 [0,172 29 | 0,090 0,642
GLDH (U/l) 2in 28 [-0,014 (0,944 28 [-0,006 0,974
3 29 | 0,106 |0,585 28 | 0,312 0,106
q1n 29 | 0,053 0,783 29 | 0,022 0,908
GGT (UN) 2 28 |-0,522 **|0,004 ** |28 |-0,251 0,197
3 29 |-0,266 |0,163 28 | 0,226 0,247
1 29 | 0,247 0,197 29 | 0,410~ 0,027 *
CK (U/l) 28 | 0,021 0,915 28 | 0,189 0,334
29 [-0,004 0,982 28 |-0,184 0,347

134

und




Anhang

Fortsetzung Tab. 34:

Stoffwechsel-

Messung | n r P n r P
parameter
q!n 29 1-0119 0,538 |29 |-0,167 0,386
BHB (mmol/l) 2 28 [-0,272 10,161 |28 |-0,263 0,177
3 29 1-0,023 (0,906 (28 | 0,054 0,786
29 10,155 0,423 |29 1-0,291 0,126
\GE-1 (nmolf) 2 28 | 0,199 (0,311 |28 |-0,017 0,931
29 1-0,123 0,526 |28 |-0,087 0,661
_ 1 27 1-0,205 (0,306 |27 |-0,595** |0,001 **
Milchmenge (1)
28 [-0,064 |0,746 |28 |[-0,055 0,782
29 1-0,424*|0,022* |28 |-0,277 0,153
1 29 | 0,206 |0,284 |29 | 0,176 0,360
Milchharnstoff 28 1 0,131 |0,506 |28 |-0,006 0,974
(mmol/l)
28 1-0,328 10,088 |28 |-0,226 0,247
1 29 | 0,058 |0,766 |29 | 0,261 0,172
Milcheiwei (%) |2 28 | 0,019 [0924 |28 |-0,015 0,940
28 1-0,241 10,217 |28 |-0,175 0,372
1 29 1-0,009 (0,965 |29 | 0,498 ** |0,006 **
Milchfett (%) |2 28 | 0,087 10,661 |28 | 0,351 0,067
28 1 0288 10,137 |28 | 0,188 0,339
29 1-0110 10,953 |29 | 0401* |0,031*
FEQ 2 28 | 0,063 (0,750 |28 | 0,341 0,076
28 | 0,461*|0,014* |28 | 0,327 0,090
29 | 0,126 |0,514 |29 |-0,628 ** |0,000 **
Laktose (%) |2 28 | 0,048 (0,810 |28 |-0,272 0,162
28 1 0,286 (0,141 |28 |-0,162 0,409
1 29 1-0,058 |0,764 |29 |-0,475* |0,009 **
oH 28 | 0,000 [0,648 |28 [-0,265 0,173
28 | 0,082 10,679 |28 |-0,092 0,641
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Fortsetzung Tab. 34:

Stoffwechsel-

Messung n r P n r P
parameter
1 29 | 0,044 (0,822 |29 | 0,085 0,661
BCS 28 1-0,013 /0,949 |28 |-0,242 0,214
27 10,194 10,333 |26 [-0,141 0,492
29 10,365 (0,051 |29 |-0,219 0,253
BCS Differenz |2 28 | 0,185%° (0,347 |28 | 0,003%° |0,989
27 10,208 10,299 |26 |-0,088 0,667
29 | 0,266 0,162 |29 |-0,072 0,709
BCS max. 2 28 10,198 (0,312 |28 | 0,129 0,513
29 10,311 0,101 |28 | 0,144 0,466
1 29 | 0,004 (0983 |29 | 0,025 0,899
RED (mm) 28 1-0,097 /0,625 |28 |-0,130 0,511
27 1-0,001 /0,995 |26 |-0,155 0,450
1 29 | 0,306 (0,106 |29 | 0,089 0,645
RFD(DifffirenZ 28 | 0244 0211 |28 | 0,252 0,197
mm
27 1-0,092 (0,648 |26 |-0,104 0,614
1 29 |-0,084 0665 |29 | 0,034 0,859
RFD max. (mm) |2 28 | 0,205 /0,295 |28 |-0,037 0,854
29 10232 (0225 |28 | 0,126 0,524
1 29 1-0,176 0,361 |29 |-0,045 0,818
MD (mm) 2 28 | 0,044 0,829 |27 |-0,329 0,094
27 1-0,023 0,908 |26 |-0,302 0,134
28 |-0,032 (0,872 |28 |-0,176 0,370
MD?iffe)renZ 2 27 | 0,058 0,773 |27 | 0,073 0,716
mm
27 1-0,008 (0,968 |26 | 0,052 0,799
29 1-0,122 10,529 |29 [-0,321 0,090
MD max. (mm) |2 28 | 0,043 0,829 |28 |-0,122 0,535
29 10,173 0,369 |29 | 0,096 0,627
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Tab. 35: Korrelationsanalysen zwischen Epithelzellen in der Milch und
Stoffwechselparametern in Blut und Milch sowie Korperkonditionswerten bei der 1.
(0.—4. Woche p. p.), 2. (6.-8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.—14. Woche p. p.).

n = Anzahl, r = Korrelationskoeffizient n. Pearson, r°* = Korrelationskoeffizient nach
Spearman, P = Signifikanz der Korrelation; n = logarithmierter Wert, */ **=die
Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05/0,01 signifikant (zweiseitig)

Epithelzellen Epithelzellen
relativ (%) absolut™

Stoffwechsel- | Messung | | n

Parameter

r P r P
29 |-0,217 0,257 |25 | 0,166 0,428
Bilirubin (umol/) |2 28 | 0,243 0,213 |25 | 0,111 0,598
29 [-0,242 0,207 |27 |-0,070 0,727
29 1-0,221 0,249 |25 | 0,022 0,918
AST (U/l) 2 28 [-0,009 0,966 |25 |-0,223 0,283
29 [-0,235 (0,220 |27 |-0,219 0,272
AP (UN) 13 | 0,420 0,153 11 | 0,614 * |0,044
(Alter der Kuh |2 13 |1 0,369 (0,214 13 | 0,200 0,513
< 3 Jahre) 3 13 |-0,023 |0,941 13 | 0,100 0,746
AP (UN) 16 |-0,166 |0,540 13 | 0,046 0,881
(Alter der Kuh |2 15 | 0,594 * [0,020* |12 | 0,421 0,172
> 3 Jahre) 3 16 | 0,191 0,478 14 |-0,275 0,341
1" 29 1-0,126 0,515 |25 |-0,228 0,272
GLDH (U/l) 2/n 28 [-0,149 (0,450 |25 | 0,156 0,458
3 29 1-0,259 0,175 |27 |-0,290 0,250
1" 29 | 0,047 0,807 125 |-0,175 0,404
GGT (U/l) 2 28 1-0,132 0,504 |25 |-0,011 0,959
3 29 [-0,339 0,072 |27 | 0,074 0,715
29 |-0,193 0,317 |25 | 0,104 0,619
CK (U/) 2 28 |-0,128 0,516 |25 | 0,009 0,964
29 |1-0,146 0,450 |27 |-0,318 0,106
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Fortsetzung Tab. 35:

Stoffwechsel- | Messung | n r P n r P
parameter
1" 29 | 0,294 0,121 25 | 0,061 0,771
BHB (mmol/l) |2 28 1-0,083 (0673 |25 |-0,247 0,233
3 29 | 0,233 0,224 27 | 0,264 0,183
29 (0,500 ** 0,006 ** |25 |-0,054 0,799
IGF-I (nmol/l) 28 | 0,148 0,451 25 [-0,011 0,958
29 | 0,053 0,785 27 | 0,121 0,547
. 27 | 0,209 0,296 23 |-0,442 0,035 *
Milchmenge (1)
28 [-0,346 0,072 25 |-0,106 0,614
29 1-0,111 0,568 27 |-0,185 0,356
29 |-0,318 0,093 25 |-0,047 0,825
Milchharnstoff |5 28 | 0,121 |0,539 |25 |-0,055 0,794
(mmol/l)
28 | 0,330 0,086 27 | 0,252 0,205
29 |-0,216 |0,261 25 | 0,065 0,765
Milcheiwei® (%) |2 28 10,09 |0,627 |25 |-0,008 0,969
28 | 0,385 * (0,043 * |27 | 0,360 0,065
29 |-0,227 0,237 25 | 0,103 0,624
Milchfett (%) 28 |-0,188 0,339 |25 | 0,246  |0,236
28 | 0,299 0,122 27 | 0,284 0,152
29 |-0,154 10,426 25 | 0,068 0,747
FEQ 28 |-0,206 0,293 25 | 0,239 0,250
28 | 0,063 0,751 27 | 0,075 0,711
29 | 0,384 * [0,040* |25 |-0,253 0,222
Laktose (%) 28 | 0,406 * |0,032* |25 |-0,272  |0,188
28 | 0,439 * |10,020* |27 |-0,070 0,728
29 | 0,358 0,057 25 |-0,065 0,757
pH 2 28 | 0,164 0,405 25 |-0,350 0,086
28 | 0,256 0,189 27 | 0,134 0,506
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Fortsetzung Tab. 35:

Stoffwechsel- | Messung | n r P n r P
parameter

29 [-0,287 [0,131 |25 |-0,169 0,420

BCS 28 | 0,247 10,206 |25 |-0,210 0,313

27 [-0,138 [0,493 |25 |-0,290 0,160

29 | 0,018 [0,926 |25 |-0,356 0,081

Sp _ Sp

BCS Differenz 28 | 0,078% 0,694 |25 |-0,222 0,286

27 |-0,240 [0,228 |25 |-0,312 0,129

29 (0,152 |0,430 |25 | 0,036 0,865

BCS max. 28 | 0,434* [0,021* |25 | 0,195 0,351

29 | 0,059 [0,762 |27 1-0,130 0,519

29 [-0,068 |0,727 |25 | 0,138 0,512

RFD (mm) 28 1-0,109 |0,581 |25 |-0,145 0,490

27 1 0,010 [0,961 |25 | 0,000 1,000

29 | 0,182 0,345 |25 | 0,248 0,233

RFD(Diffe)fenZ 28 1-0,050 |0,800 |25 | 0,095 0,650

mm

27 | 0,520 **|0,005 ** |25 | 0,299 0,147

29 [-0,016 |0,935 |25 |-0,068 0,748

RFD max. (mm) 28 | 0,174 10,375 |25 |-0,022 0,917

29 | 0,029 |0,882 |27 |-0,198 0,322

29 [-0,342 |0,069 |25 |-0,023 0,912

MD (mm) 27 | 0261 [0,188 |24 |-0,223 0,296

27 |-0,140 |0,486 |25 |-0,276 0,182

28 1-0114 |0,565 |24 |-0,215 0,312

MD?iffe)fenZ 27 | 0,132 0,511 24 | 0,218 0,306

mm

27 [-0,152 0,436 |25 | 0,019 0,928

29 | 0263 |0,167 |25 |-0,315 0,125

MD max. (mm) 28 | 0,045 [0,819 |25 |-0,063 0,765

29 1-0189 (0,327 |27 1-0,177 0,377
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Tab. 36: Korrelationsanalysen zwischen der Phagozytoseaktivitdit sowie der

Lysozymkonzentration und den Parametern des Differentialzellbildes bei der 1. (0.—

4. Woche p. p.), 2. (6.—8. Woche p. p.) und 3. Messung (10.—-14. Woche p. p.).

n = Anzahl, r = Korrelationskoeffizient n. PearS(I)n, r°P = Korrelationskoeffizient nach
n _

Spearman, P = Signifikanz der Korrelation; ™ = logarithmierter Wert, */ **=die
Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05/0,01 signifikant (zweiseitig)

Phagozytose- Lysozym-
aktivitat (%) konzentration
Parameter Messung (ug/mi)"
Differential- n n
zellbild r P r P
28| 0,480 ** {0,010 ** |27 | 0,591 ** |0,001 **
PMN relativ (%) |2 27| 0,525 ** |0,005* |23 | 0,396 0,061
3 28| 0,626 ** {0,000 ** 126 | 0,617 ** |0,001 **
1 28| 0,402* |0,034* |27 | 0,286 0,149
PMN absolut |5 2710172 0,391 |23 | 0235  |0,179
(x 1000/ml)™"
3 27 | 0,534 ** {0,004 ** |25 | 0,689 ** |0,000 **
1 28 1-0,317 |0,101 27 |-0,278 0,160
Lymphozyten |2 27 1-0,351 0,072 |23 |-0,184 0,402
relativ (%)
3 28 1-0,391* [0,040* |26 |-0,455* |0,020*
1 28| 0,108 |0,585 |27 |-0,073 0,719
Lymphozyten
absolut 2 27 1-0,359 0,066 |23 |-0,186 0,395
(x 1000/mI)" |3 27| 0016 |0937 |25 |-0,006 |0,978
1 281-0,232 |0,236 |27 |-0,375 0,054
Makrophagen |2 27 1-0,312 0,113 |23 |-0,381 0,073
relativ (%)
3 28 1-0,390 * |0,040* |26 |-0,461* |0,018*
1 280,243 |0,214 |27 |-0,007 0,972
Makrophagen
absolut 2 27 1-0,210 0,294 |23 |-0,060 0,787
(x 1000/mI)" |3 270,265 (0,482 |25 | 0,522 * |0,007 **
1 281-0,137 |0,486 |27 |-0,413* |0,032*
Epithelzellen |5 27 1-0,308 |0,118 |23 |-0,402 0,057
relativ (%)
3 281-0,084 |0,672 |26 |-0,248 0,222
_ q!n 241 0,200 |0,349 |23 |-0,299 0,165
Epithelzellen
absolut 2 251-0,371 |0,068 |21 |-0,298 0,190
(x 1000/ml)" |3 26| 0,253 |0,211 14 | 0,232 0,183
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auf Erden: unseren Paul. (Costa und Lotte danke ich nattrlich auch).
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