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Abstract
Vergleichende Untersuchungen zum Lactoferrin und dem Bindungsprotein-2
insulinartiger Wachstumsfaktoren (IGFBP-2) in Kuh- und Ziegenmilch
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, valide Testsysteme zum Messen von Lactoferrin
(Lf) und IGFBP-2 in der Milch von Kihen und Ziegen zu entwickeln. Damit sollten
Einflisse verschiedener physiologischer Zustédnde d.h. der Graviditat, des
Laktationsstadiums und der Eutergesundheit auf die Messwerte erfasst werden, um
die  Aussagefahigkeit einzelner Messungen fir die Beurteilung von
Konzeptionschancen bzw. Eutergesundheit in der Praxis einordnen zu kénnen. Es
standen Milchproben von 226 Kihen zur Verfigung, die Uber einen Zeitraum von
neun Monaten regelmaBig gezogen wurden. Zusatzlich wurden Milchproben von 20
Ziegen Uber eine Laktation hinweg genommen sowie von 10 dieser Ziegen Uber zwei
auf einander folgende Laktationen.
Zur Quantifizierung von Lf wurden tierartspezifische kompetitive Enzymimmuntests
nach der Doppelantikbrpermethode entwickelt und validiert. Die relativ hdchsten Lf-
Werte lagen sowohl bei der Kuh als auch bei der Ziege im Kolostrum vor. In der
ersten Laktationswoche fielen die Gehalte stark ab und stiegen zum Laktationsende
wieder an, wobei der Anstieg mit dem Zeitpunkt des ersten Ostrus in der Laktation
zusammenfiel. Es konnte jedoch weder bei Kuh noch bei Ziege ein direkter Einfluss
der Graviditat auf den Lf-Gehalt in der Milch festgestellt werden. Stérungen der
Eutergesundheit beeinflussten hingegen den Lf-Gehalt in der Milch erheblich.
Zur Bestimmung des Konzentrationsverlaufs von IGFBP-2 in Ziegen- und Kuhmilch
wurde ein flr beide Tierarten validierter kompetitiver Enzymimmuntest mit
Vorinkubation nach der Doppelantikdrpermethode entwickelt. Die zun&chst hohe
IGFBP-2-Konzentration im bovinen und caprinen Kolostrum nahm in den ersten
Laktationswochen stark ab. Zum Ende der Laktation stiegen die IGFBP-2-Gehalte
zwar wieder an, variierten aber stark. Bei der Ziege war der Anstieg deutlicher
ausgepragt. Die Graviditat zeigte bei Kihen in der vorliegenden Untersuchung,
anders als bisher beschrieben, keinen Einfluss auf den IGFBP-2-Gehalt der Milch.
Bei den Ziegen war ein Anstieg im Milch-IGFBP-2 offenbar auf das
Laktationsstadium zurtickzufiihren und demnach ein direkter Einfluss der Trachtigkeit
auszuschlieBen. In der Kuhmilch waren bei steigender Zellzahl auch erhéhte IGFBP-
2-Gehalte zu beobachten. Bei klinischen Mastitiden zeigten Ziegen relativ starkere
Anstiege der IGFBP-2-Konzentration in der Milch als Kihe.



Abstract
Comparative Studies on Lactoferrin and Insulin-like Growth Factor Binding
Protein-2 (IGFBP2) in Bovine and Caprine Milk
The objective of this thesis was to develop valid test systems for measuring
lactoferrin (Lf) and IGFBP-2 in bovine and caprine milk in order to characterize the
influence of different physiological states, i.e. pregnancy, stage of lactation and
mammary gland’s health on the concentrations in milk in both animal species. Milk
from 226 cows was available. The samples were taken regularly over a period of 9
months. In addition, milk samples were collected from 20 goats over a period of one
lactation. 10 of the 20 goats were sampled over a period of two subsequent
lactations.
For the quantification of Lf competitive enzyme immunoassays specific to each of the
two species were developed using the double-antibody technique. Lf concentrations
were highest in bovine as well as in caprine colostrum. The contents decreased
steeply in the first week of lactation and then increased again towards the end of
lactation. The onset of increasing concentrations coincided with the first estrus in
lactation. However, a direct effect of pregnancy on the concentration of Lf in milk was
neither established in cow nor in goat. In contrast, health disturbances of the
mammary gland affected the concentration of Lf in milk in both species.
For the determination of IGFBP-2 content in caprine and bovine milk a competitive
enzyme immunoassay with preincubation was developed using the double-antibody
technigue and was validated for both of the animal species. The high concentration
of IGFBP-2 observed in bovine and caprine milk decreased in the first two weeks of
lactation. The concentrations increased towards the end of the lactation, but showed
high inter-individual variabilities. In goats, the increase towards the end of lactation
was steeper than in cows. Different from what is described so far, pregnancy did not
affect the concentrations of IGFBP-2 in milk. The increase of IGFBP-2 in caprine milk
was related to the stage of lactation and hence a direct effect of pregnancy on milk
IGFBP-2 concentration can be excluded.
Elevated concentrations of IGFBP-2 in bovine milk coincided with increased somatic
cell counts. Relatively higher increases were evident in goats during clinical cases of

mastitis when compared to cows.
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Einleitung 1

1 Einleitung

IGF-Bindungsproteine (IGFBP)

Die IGFBPs sind Teil des komplexen Systems insulinartiger Wachstumsfaktoren
(IGF-System), (Abb. 1). Zu diesem System zahlen die drei Liganden: Insulinartiger
Wachstumsfaktor | und Il (IGF-l, IGF-ll) und Insulin, sowie die damit
korrespondierenden hochaffinen Rezeptoren (IGF-I-R, IGF-1I-R und Insulin-R). Die
IGFs sind im extrazellularen Raum gréBtenteils hochaffin an spezifische
Bindungsproteine gebunden (BPs). Sechs verschiedene Bindungsproteine (IGFBP-1
bis -6) wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt geklont und sequenziert. Ein siebtes
Bindungsprotein wird diskutiert (OH et al., 1996; WILSON et al. 1997). Daruber
hinaus zahlen zum IGF-System neun auf die Bindungsproteine bezogene Proteine,
so genannte IGFBP-related proteins (IGFBPrP-1 bis -9) (WILSON et al., 1999).

\
Protease
/ IGF-Bindungsproteine
pﬁé# IGFBP-3 IGFBP-5 >
+ 9 IGFBP rP
IGFBP-2 IGFBP-4 / -6
I e T
Ligand IGF-II IGF-I Insulin
Rezeptor Typ 2 IGF-R ‘ Typ 1 IGF-R Insulin-R

OOOOOOO00

Abbildung 1: Das System der insulinartigen Wachstumsfaktoren (IGF-System) und das
Vorkommen der einzelnen Komponenten in der bovinen Milchdriise
(CAMPBELL & BAUMRUCKER, 1986; HADSELL et al., 1990;
BAUMRUCKER et al. 1993; GIBSON et al., 1999)

Die IGFs werden ubiquitéar gebildet und agieren als Mediatoren bei Wachstum,
Entwicklung und Differenzierung von Zellen; weiter haben sie als endokrine Faktoren,
die dem programmierten Zelltod (Apoptose) entgegenwirken, Bedeutung.
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Die Wirkungen der IGFBPs innerhalb des IGF-Systems sind ebenfalls vielschichtig.

Charakteristisch  fur die IGF-Bindungsproteine ist, dass sie cysteinreiche

Bindungsregionen besitzen und z. T. glycosyliert sind (IGFBP-3, -4, -5, -6). Sie alle

binden IGF-I- und/oder IGF-II-spezifisch, jedoch kein Insulin. Generell lassen sich

ihnen vier Hauptfunktionen zuordnen (JONES & CLEMMONS, 1995):

- Transportproteine im Plasma;

- Verlangerung der Halbwertszeit von |IGFs durch Schutz vor proteolytischem
Abbau, Kontrolle tGber Verweildauer und biologische Wirksamkeit von IGFs im
Organismus;

- gewebe- und zellspezifische Lokalisation der IGFs;

- Modulation der Interaktionen der IGFs mit ihren Rezeptoren in direkter Weise und
somit eine indirekte Kontrolle der biologischen Aktivitat

IGFBPs kénnen darlber hinaus jedoch auch direkte Liganden-unabhangige Effekte

auf Zellfunktionen haben (JONES & CLEMMONS, 1995).

Das IGF-System innerhalb der Milchdriise (Abb. 1) ist beim Rind in Hinblick auf das

Vorkommen der einzelnen Komponenten recht gut untersucht. Die Epithelzellen

enthalten die drei in Frage kommenden Rezeptoren (CAMPBELL & BAUMRUCKER,

1986; HADSELL et al.,, 1990). Sie produzieren jedoch nur IGF-II und kein IGF-I

(BAUMRUCKER et al. 1993). Es werden vier IGFBPs, IGFBP-2, -3, -4 und -5,

synthetisiert, die auch in der Milch erscheinen (GIBSON et al., 1999).

Vermutet wird, dass die IGFBPs in der Milch dem Abbau des IGF-I entgegenwirken

bzw. dass sie lokale mitogene Aktivitdten der IGFs modulieren (RAJARAM et al.,

1997). IGFBP-2 scheint das vorherrschende Bindungsprotein in humaner Milch zu

sein (DONOVAN et al., 1991a), aber bis heute ist seine biologische Bedeutung dort

nicht intensiv erforscht. Es wird in der Milchdriise produziert (DONOVAN et al., 1995;

COHICK & TURNER, 1998).

Von SEJRSEN et al. (2001) wurden mit Hilfe des Western Liganden Blots
Konzentrationen der einzelnen IGFBPs in der Milch von 8 Kihen in verschiedenen
Stadien der Laktation dargestellt. Diese variieren abhangig vom Laktationsstadium.
So sind sie vor dem Kalben, im Kolostrum, in der Milch der friihen Laktation und am
Ende der Laktation hoch und in der Mittlaktation niedrig konzentriert. Auch von VEGA
et al. (1991) wurden wahrend der Prapartalphase IGFBP-Konzentrationen in der
Milch beziehungsweise im Milchdrisensekret gefunden, die héher bzw. gleich hoch
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sind wie im Blut. Jedoch lassen sich im Blut bei der Kuh wahrend des
Laktationsverlaufes kaum Konzentrationsunterschiede fir die IGFBPs feststellen.
Lediglich wahrend der Pr&partalphase und Involution werden fur IGFBP-3 erhdhte
Werte berichtet (SHARMA et al., 1994).

Eine Bedeutung der in der Milch erscheinenden IGFBPs flr die Milchdriisenfunktion
ist somit wahrscheinlich und deutet auf ein mit der Trachtigkeit assoziiertes Regulativ
fir die mammaéare IGFBP-Sekretion hin. BAUMRUCKER und ERONDU (2000) haben
fir die Zeitspanne nach der Kolostralmilchphase bis etwa 10 Wochen nach der
Besamung eine Divergenz der IGFBP-2 und -3 Milchwerte bei solchen Kihen, die
erfolgreich besamt wurden, und solchen, bei denen keine Tréachtigkeit etabliert
werden konnte, festgestellt (Abb. 2).

Schon vor der Belegung unterscheiden sich beide Gruppen. Tiere, die nicht tragend
wurden, wiesen vor der Belegung niedrigere IGFBP-3 und héhere IGFBP-2 Werte
auf als die erfolgreich besamten Vergleichskiihe. Nach der Besamung blieben die
IGFBP-Werte der gravid gewordenen Tiere auf zunachst gleich bleibend geringem
Niveau; im Gegensatz dazu hatten die nicht gravid gewordenen Kiihe héhere IGFBP-
2 und -3 Konzentrationen in der Milch.

Diese Daten sind noch in ihrer Aussagesagekraft limitiert, da erstens die verwendete
Quantifizierungsmethode (Western Ligand Blot) nicht hinreichend préazise und zudem
fir groBe Probenserien ungeeignet ist und weil zweitens die Beobachtungen auf eine

relativ kleine Tiergruppe (n = 32) beschrankt sind.
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Abbildung 2: Konzentrationen von IGFBP-2 und -3 in Milch von Kiihen in
Abhangigkeit vom Trachtigkeitsstatus. Kihe, die erfolgreich besamt
wurden (geflllte Symbole, n = 24) sind Tieren, die nicht tragend wurden
(offene Symbole, n = 8) gegenlibergestellt. Die gezeigten Werte
basieren auf der im Western-Liganden-Blot gemessenen Absorption, die
auf einen internen Rinderblut-Standard korrigiert wurde. Die so
korrigierte Absorption wurde relativ gegen den Tag der Konzeption bzw.
des letzten Besamungstermins aufgetragen. Kihe, die tragend wurden,
hatten einen Besamungsindex (BSI) von durchschnittlich 1,5; Kiihe, die
nicht tragend wurden, lagen bei einem BSI von 3,2.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein nicht-radioaktives, enzym-immunologisches
Nachweisverfahren zur Quantifizierung von IGFBP-2 zu etablieren. Dies sollte
ermoglichen, physiologische IGFBP-2-Gehalte in der Milch von Kiihen und Ziegen
routinemanig mit hohem Probendurchsatz messen zu kénnen.

Die bisher vorliegenden Untersuchungen zum IGFBP-2 und -3 in Milch bzw. der
Milchdrise beziehen sich in der Regel auf qualitative Bestimmungen, jedoch fast nie
auf quantitative Analysen in der Milch. Vorhandene, auch kommerziell verfligbare

Testverfahren fur die IGFBPs von Mensch und Labornagern sind fiir Messungen am
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Rind bzw. der Ziege nicht einsetzbar, da die Speziesheterologie eine Ubergreifende,
valide immunologische Erkennung nicht erlaubt.
Die Untersuchung von IGFBP-2 in Milch bei einer groBen Probenmenge mit einem

nicht-radioaktiven Testsystem ist von daher neuartig.

Die Etablierung eines ELISAs zum Nachweis von IGFBP-3 kann im Rahmen dieser
Arbeit nicht vorgestellt werden. PUVOGEL et al. (2005) beschreiben aber die
Analyse von Milchproben mit einem von der Arbeitsgruppe Sauerwein am hiesigen
Institut ~ far  Tierwissenschaften  der  Universitat  Bonn entwickelten
Enzymimmunoassay. Durch die Entwicklung eines solchen Testes zur Messung von
IGFBP-3 in Plasma (HENNIES & SAUERWEIN, 2003) und der Validierung fur Milch
kénnen jedoch bisher nur Proben erfasst werden, die einen relativ hohen Gehalt an
Bindungsprotein-3 aufweisen. Die Mehrzahl der in dieser Arbeit untersuchten Proben
liegt jedoch unterhalb der Nachweisgrenze, so dass Untersuchungen Uber eine
komplette Laktation und in spateren Laktationsabschnitten noch nicht méglich sind.
Deswegen muissen sich die Ausfihrungen hier auf die Darstellung des
Bindungsprotein-2 der insulinartigen Wachstumsfaktoren konzentrieren.

An Hand von in ein- bzw. mehrwéchentlichen Abstanden gezogenen Milchproben
sollte der Konzentrationsverlauf von IGFBP-2 wahrend der Laktation in einer groBen
Milchviehherde bzw. einer ausgewahlten Ziegengruppe charakterisiert werden. Da
sich der Gehalt des Bindungsprotein-2 im Serum bei extremen Fitterungssituationen
nachweislich andert (McGUIRE et al.,, 1995; VICINI et al, 1991) und der
Erndhrungsstatus somit als Einflussfaktor der IGFBP-2 Blutwerte agiert, sollten hier
auch Untersuchungen zum Einfluss des Ernahrungsstatus der Kihe auf die IGFBP-
2-Konzentration in der Milch im Verlauf der Laktation dargestellt werden. Ebenso
erfolgt eine jahreszeitliche Einordnung der Ergebnisse.

Um den ndheren Zusammenhang von einem mit der Trachtigkeit assoziierten
Regulativ fir die mammaére |IGFBP-Sekretion zu klaren, sollten Untersuchungen
durch einen Vergleich verschiedener Gruppen mit unterschiedlicher Anzahl von
Besamungen bis zur erfolgreichen Trachtigkeit pro Tier vorgestellt werden.

Daruber hinaus sollte in vergleichenden Untersuchungen mit Ziegen, bei denen ein

saisonaler Laktationsandstrus besteht und die erst gegen Ende ihrer Laktation
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wieder gravid werden koénnen, die Bedeutung der Trachtigkeit fir den
Konzentrationsverlauf der IGFBP-2 in Milch geklart werden.

Zur Regulation von IGFBP-2 bei entziindlichen Veranderungen der Milchdrise liegen
sowohl bei der Kuh wie auch bei der Ziege bislang keine Daten vor. Deshalb kommt
in diesem Aspekt den Messungen in dieser Arbeit eine besondere Bedeutung zu.

Lactoferrin (Lf)

Lactoferrin ist ein etwa 80-kDa groBes, Eisen-bindendes Glycoprotein und gehért zur
Familie der Transferrine. (SORRENTINO et al., 1999; METZ-BOUTIGUE et al.,
1984). Als das ,rote Protein“ wurde es erstmals 1939 in Kuhmilch identifiziert
(SOERENSEN & SOERENSEN, 1939). Es ist hauptsachlich in der Milch zu finden,
kommt jedoch geringer konzentriert auch im Blut sowie praktisch in allen exokrinen
Flissigkeiten (MASSON & HEREMANS, 1971; MASSON et al., 1966), besonders in
Galle, Tranen, Schwei3 und Nasensekret vor.

Lactoferrin ist ein Bestandteil des natlrlichen Schutzsystems fir Tier und Menschen.
Es wird vor allem durch neutrophile Granulozyten am Ort von Entziindungen
freigesetzt. Bei Mastitiden geben die das Lactoferrin synthetisierenden Epithelzellen
dieses in die Milch ab (BAGGIOLINI et al. 1970, BROCK 1995, LONNERDAL & IYER
1995, NUIJENS et al. 1996, AGUILA & BROCK 2001). Die Regulation der
Lactoferrin-Synthese ist gewebespezifisch (LEVAY & VILIJOEN, 1995). Sowohl
hormonelle wie auch nicht-hormonelle Faktoren spielen dabei eine Rolle (BROCK,
2002).

Waéhrend der Embryonalentwicklung wird Lf in hohem MaBe exprimiert, seine
Bedeutung wahrend dieser Entwicklungsphase ist aber noch weitestgehend unklar
(WARD et al., 1999). Obwohl die physiologische Rolle des Lactoferrins im weiblichen
Reproduktions-Trakt noch nicht vollstandig geklart ist, kénnte es auch flr viele
wichtige Funktionen vor und nach der Fertilisation wichtig sein (WARD et al., 1999).
In der Milch ist Lf das Hauptbindungsprotein fir Eisen und seine bedeutendste
physiologische Aufgabe ist die Eisenspeicherung und der -transport wahrend der
Laktation (SORRENTINO et al., 1999). Lactoferrin existiert in eisengeséattigter (holo-
Lactoferrin) sowie eisenungesattigter Form (apo-Lactoferrin). In der apo-Form wird es
in die meisten exokrinen FlUssigkeiten wie die Milch sekretiert (VORLAND, 1999).
Neben diesen Effekten ist Lf in viele andere physiologische Aufgaben mit
eingebunden (Abb. 3), in denen es Einfluss auf viele Organsysteme nimmt.
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Eine besonders wichtige Rolle des Lactoferrins ist seine protektive Wirkung bei
bakteriellen Infektionen. Lactoferrin wird am Ort der Entziindungsreaktion aus
neutrophilen Granulozyten freigesetzt und verhindert das Wachstum der Bakterien
indem es auf den Eisenstoffwechsel der Bakterien Einfluss nimmt und so deren
Proliferation unterbindet bzw. indem es die &uBere Membran gramnegativer
Mikroorganismen schadigt (ARNOLD et al., 1977; ELLISON et al., 1988). In diesem
Zusammenhang hat sich das bovine Lactoferrin als effektiver als das von Nagern,
Ziegen und Menschen erwiesen (VORLAND et al., 1998).

Immunmodulator
antitumor A antiparasitisch

antifungal
antientztindlich
antiviral
Hypoferramle / antibakterielle
Aktivitat
Eisen- . —) Protease
absorptlon \
Transkriptlons - \ Protease-Inhibitor
faktor

Ribonuclease

Granulopoese

Autoantikorper v Prokoagulans

kationische Peptide

Abbildung 3: Vermutete Funktionen des Lactoferrins (BROCK, 2002)

Darlber hinaus hat Lactoferrin andere wichtige Funktionen im Organismus wie die
protektive Wirkung bei Infektionskrankheiten, die Stimulation des Immunsystems und
die Forderung einer guten Darmflora. Lf ist ein Antioxidans und wirkt
Tumorwachstum und Metastasenbildung entgegen (VORLAND, 1999; LEVAY &
VILJOEN, 1995, BEZAULT et al., 1994, YOO et al., 1998).

Die Synthese des Lf in der Milch wird durch die Epithelzellen der Milchdriise geregelt
(CAMPBELL et al.,, 1992). Die Konzentration in der Milch variiert abhangig von
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Tierart und Laktationsstadium, wobei die Milch von Wiederkauern weniger Lactoferrin
enthalt als die des Menschen (MASSON & HEREMANS, 1971). Auch spiegelt sich
der Gesundheitsstatus der Milchdrlse in der Lf-Konzentration der Milch wider. So ist
die Konzentration in der Milch von Kihen mit klinischer Mastitis hdéher als bei
gesunden Tieren oder bei Kiihen mit subklinischen Mastitiden (KAWAI et al., 1999).
Die Lactoferrinkonzentration im Eutersekret variiert in den verschiedenen
Entwicklungsstadien. Die héchsten Konzentrationen von bis zu 20-50 mg/ml werden
wahrend der Involution der Milchdriise bei Mensch und Rind gemessen (LINZELL &
PEAKER, 1974). Die Involution ist physiologisch gesehen die Zeit der Zell-
Erneuerung. Bei Milchkihen ist diese Zeit durch den Ersatz alternder Epithelzellen
mit neu hergestellten Zellen gekennzeichnet. Es ist jedoch kein Gewebe-Verlust von
Zellen der Milchdrise wahrend dieser Periode feststellbar (CAPUCO & AKERS,
1999).

Da der Anteil des Lf im Kolostrum eine sehr hohe Konzentration erreicht, kann
zudem davon ausgegangen werden, dass es eine wichtige Rolle fir die Immun-
Reaktion von Neugeborenen spielt.

Bisher wurde lediglich das bovine Lactoferrin in der Milch detaillierter beschrieben.
Uber die kleinen Wiederkauer liegen bisher kaum Daten vor.

Ziel dieser Arbeit war es, enzymimmunologische Testverfahren zur Messung von
Lactoferrin in der Milch von Kihen und Ziegen zu entwickeln. Kommerziell sind keine
ELISAs zur Messung von Lf in Kuh- bzw. Ziegenmilch verfagbar. Die entwickelten
Testverfahren sollten fir die Routinediagnostik geeignet sein und auch geringe
Konzentrationen erfassen.

An Hand der Messungen mit den entwickelten Testverfahren sollten dann im
speziellen die folgenden grundlagenphysiologische Fragen und angewandte Aspekte
néher betrachtet werden.

Zunachst war es Voraussetzung, die Verlaufe des Lf beider Tierarten Uber eine
gesamte Laktation darzustellen, was vor allem flir die Ziege neue Erkenntnisse
erwarten lasst. Ergadnzend dazu sollte jeweils der Einfluss der Jahreszeit Gberprift
werden.

Weiterhin sind mit der Trachtigkeit der Tiere assoziierte Fragestellungen zu

betrachten. Da Lactoferrin ebenfalls Aufgaben im reproduktionsphysiologischen
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Ablauf zugeordnet werden, wird im Rahmen dieser Arbeit auch dieser Parameter auf
Zusammenhange mit der Trachtigkeit untersucht.

Auf Grund der weiteren bedeutenden Rolle von Lf bei bakteriellen Infektionen und
anderen Erkrankungen ist seine Einordnung bei inflammatorischen Veranderungen in
der Milchdrise aufschlussreich. Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob,
und wenn ja wann eine Veranderung der Lactoferrinkonzentration schon Hinweise
auf krankhafte Entwicklungen gibt. Wéhrend es in der Literatur dazu zwar einige
Arbeiten zu experimentell induzierten Mastitiden bei Kihen gibt, existieren jedoch
keinerlei Untersuchungen zu natdrlichen Infektionen der Milchdrise von Kihen und
Ziegen. Dabei ergibt sich die Frage, inwieweit der Gesundheitsstatus der Tiere Uber
wdchentliche Kontrollen der Werte beurteilt werden kann. In diesem Sinne ist die

Quantifizierung speziell fir die Milchviehhaltung interessant.

Sofern im Rahmen der Milchuntersuchungen ebenfalls Milchinhaltsstoffe wie
Gesamtprotein, Fett, freie Fettsaduren, Lactose, Harnstoff sowie die somatischen
Zellen bzw. die Milchmenge erfasst wurden, konnten sie erganzend bzw.
vergleichend in die Auswertungen der Daten von Lactoferrin und IGFBP-2

einbezogen werden.

Lactoferrin (Lf) und das IGF-System der Milchdriise

Nach den Erkenntnissen der Arbeitsgruppe Baumrucker interagieren sowohl holo-Lf
wie auch apo-Lf der Kuh mit dem IGF-System (BAUMRUCKER & ERONDU, 2000;
BAUMRUCKER, 2000; BAUMRUCKER et al. 2003). In in vitro Studien wurde von
ihnen nachgewiesen, dass fir den Transfer von rekombinantem humanen IGFBP-3
in den Zellkern dieses einen Komplex mit bovinem Lactoferrin bilden muss. Die
Beteiligung an der Vermittlung der Liganden-unabhangigen nukledren IGFBP-3-
Wirkung erweitert nun das Wirkungsspektrum des Lactoferrins. WEINZIMMER et al.
(2001) beschreiben ebenfalls, dass IGFBP-3 im humanen Serum an ein Protein > 70
kDa bindet, welches sie allerdings als Transferrin, ein Protein, mit welchem

Lactoferrin verwandt ist, identifizierten.

Urspriingliches Ziel dieser Arbeit war es, auch die Interaktion des Lactoferrins mit
dem IGF-System auf Protein-Ebene naher zu untersuchen. Zu diesem Zweck sollte
an Hand der vorliegenden Kuhmilchproben in groBer Anzahl die These von
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BAUMRUCKER & ERONDU (2000) Uberprift werden und weitere Zusammenhange
bezlglich der Trachtigkeit n&her beleuchtet werden. Eine weitergehende
Untersuchung von IGFBP-3 in der Milch von Kihen und Ziegen konnte an dieser
Stelle auf Grund der zu niedrigen Konzentration von IGFBP-3 in der Milch aus der zu
untersuchenden relevanten Zeitperiode nicht durchgefiihrt werden (siehe Ausfihrung
zum ELISA, HENNIES & SAUERWEIN, 2003, PUVOGEL et al., 2005).

Die Ausflihrungen zum Lactoferrin und IGFBP-2 werden von daher als eigenstandige
unabhangige Ergebnisse dargestellt und stehen nicht im funktionalen

Zusammenhang.

Die Zusammenhange zwischen der Trachtigkeit und den Proteinen sowie die
Erkenntnisse zur Mastitis-Diagnostik und die véllig neuen Darstellungen zum kleinen

Wiederkauer bilden somit den Fokus der vorliegenden Arbeit.
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2 Entwicklung kompetitiver Enzymimmuntests zur
Messung von Lactoferrin und IGFBP-2 in Ziegen- und
Kuhmilch

2.1 Lactoferrin
Lactoferrin wurde bisher in der Milch von verschiedenen Saugetieren wie Menschen,

Pferden, Meerschweinchen, Ziegen, Schweinen, Rindern, Schafen und M&usen
nachgewiesen (MASSON & HEREMANS, 1971). Wahrend die Milch des Menschen
und des Rindes schon detailliert untersucht wurde, gibt es bisher kaum Aussagen
bezlglich anderer Spezies wie z. B. der Ziege.

Die Voraussetzung zur Messung von Lactoferrin in Kuh- und Ziegenmilch war die
Entwicklung einer geeigneten Testmethode.

Es gibt verschiedene Arten zur quantitativen Bestimmung des Lactoferrins. Als ein
gangiges und sicheres Nachweisverfahren gilt der Enzymimmuntest (REJMAN et al.,
1989, BUCHTA, 1991; WEIHUAN & OLIVER, 1999; MEISEL, 1990; CHEN et al.,
2004). Die Empfindlichkeit ist hoch und erlaubt Lactoferrinbestimmungen in groBen
Konzentrations-Spannweiten. Zum Nachweis von Lactoferrin des Rindes oder
anderen Tieren, wird ein solcher Test in der Regel von den verschiedenen
Arbeitsgruppen entwickelt. Ein Nachteil ist, dass die Entwicklung aufwandig und
teuer ist. Allerdings kann ein Testverfahren, einmal etabliert, fir viele und groBe
Versuchsreihen genutzt werden. Zum Nachweis des humanen Lf gibt es im
Gegensatz zum bovinen oder caprinen Lactoferrin zahlreiche Enzymimmuntests
kauflich zu erwerben.

Andere Mdglichkeiten der quantitativen Bestimmung erfolgen mit Verfahren wie der
radialen Immundiffusion (MASSSON & HEREMANS, 1971; SENFT & KLOBASA,
1973, HAGIWARA et al., 2003), Elektro-Immundiffusion (HARMON et al., 1975) oder
durch chromatographische Bestimmung (YE & YOSHIDA, 1995).

FOr die Untersuchungen zu dieser Arbeit war es wichtig, ein Testverfahren zu
verwenden, was der groBen Probenmenge gerecht wird und schnell und einfach in
der Handhabung ist. Zudem war es wichtig, vergleichende Untersuchungen in der
Milch der Spezies Kuh und Ziege durchfihren zu kénnen. Zur Messung von
Lactoferrin in der Milch der Wiederkauerspezies Rind und Ziege wurde zu diesem
Zweck je ein tierartspezifischer nicht radioaktiver kompetitiver Enzymimmunoassay
entwickelt.
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2.1.1 Lactoferrinreinigung
Als Ausgangsmatrix wurde flr die Testentwicklung caprines und bovines Lactoferrin

in Reinform bendtigt. Bovines Lactoferrin ist kommerziell verfigbar (Sigma,
Deisenhofen). Caprines Lactoferrin musste zunachst in reiner Form dargestellt
werden.

Zur Gewinnung des nativen Lactoferrins werden mehrere Verfahren beschrieben,
u.a. die Isolierung des humanen Lf durch nur eine Prozedur, der Heparin-Sepharose-
Chromatographie (BLACKBERG & HERNELL, 1980) oder die kostenaufwandige
Isolierung Uber monoclonale Antikérper gegen humanes bzw. bovines Lf
(KAWAKAMI et al., 1987). Die Verwendung mehrerer hintereinander angelegter
Reinigungsschritte hat sich aber bewé&hrt, so dass die in diesen Untersuchungen
durchgefihrte Reinigung des nativen caprinen Lactoferrins modifiziert nach BUCHTA
(1991) als beste Mdbglichkeit, einen mdglichst hohen Reinheitsgrad zu erlangen,
betrachtet werden kann.

Zur Reinigung wurde als Ausgangsmatrix Ziegenkolostrum gewahlt, da in diesem
Laktationsstadium in der Regel ein hoher Gehalt an Lactoferrin in der Milch vorliegt
(SENFT & KLOBASA, 1973).

Zuerst wurde das Kolostrum entfettet. Es wurden aufeinander folgende
Zentrifugationsschritte bei 4°C und 1.500 g fir 20 min und fir 60 min bei 4.500 g
durchgefiihrt. Nach jedem Schritt wurde die Fettschicht entnommen. Der pH-Wert der
Magermilch betrug 6,5 bis 6,8. Zur Ausfallung des Caseins wurde der pH-Wert mit
5M HCI auf 4,6 eingestellt und die Magermilch erneut bei 15.000 g und 4°C fir
30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen. Dieser Vorgang wurde wiederholt
bis eine klare L6sung vorhanden war.

Es folgte eine 12 bis 24-stiindige Dialyse (Dialysis Tubing, D0405, Sigma) bei 4°C
gegen Wasser. Im Anschluss wurde der Inhalt der Dialyseschlauche erneut fir 30
min bei 15.000 g und 4°C zentrifugiert, das Pellet wurde erneut verworfen und der pH
mit 5 M NaOH auf 7,0 eingestellt. Erfolgte die weitere Reinigung nicht direkt im
Anschluss wurde die gewonnene Molke in kleinen Portionen bei -20°C
zwischengelagert.

Die anschlieBende Aufreinigung erfolgte im Akta Purifier 10 Liquid Chromatography
System (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Hier wurde die
sterilfiltrierte Molke zum Kationenaustausch auf eine HR 5/10 Saule, die mit 2 ml
Source 15Q (Amersham Pharmacia Biotech) als Tragermatrix gepackt war, geladen.
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Die  Auftrennung  der  Proteine einer Ldsung basiert bei der
lonenaustauschchromatographie auf der reversiblen Bindung von Proteinen an ein
gegensatzlich geladenes Saulenmaterial unter definierten pH-Bedingungen. Die
Saulenmatrix ist beim Kationenaustausch negativ geladen, so dass alle positiv
geladenen Proteine an die Matrix binden. Die gleichsinnig geladenen und
ungeladenen Proteine erscheinen im Durchlauf. Durch eine Elution mittels eines
Salzgradienten werden die gebundenen Proteine je nach Bindungsintensitat, d. h. je
nachdem wie hoch ihre Nettoladung im Gegensatz zur Saulenmatrix ist, friih oder
spat von der Saule abgetrennt und erscheinen so im Elutionsprofil.

Es wurden 35 ml caprine Molke auf die Kationenaustauschsaule aufgetragen.
AnschlieBend erfolgte eine 5-malige Waschung der Saule mit dem CIEX-Laufpuffer
aus 0,03 M Na,HPQO, (Sigma), 0,03 M Na-Formiat (Sigma), 0,06 M Na-Acetat (Roth,
Karlsruhe) eingestellt auf einen pH-Wert von 7,0. Die Elution der gebundenen
Proteine erfolgte Gber einen NaCl-Gradienten von 0 bis1 M (Abb. 4). Die gesamte
Reinigung erfolgte unter konstanten pH-Bedingungen von 7,0, bei einer Flussrate
von 1,5 ml/min. Bei allen durchgefiihrten Reinigungsschritten wurden die Eluate bei

260 und 280 nm auf ihren Proteingehalt hin untersucht.
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Abbildung 4: Elutionsprofil des Kationenaustausches zur Reinigung von caprinem
Lactoferrin aus Ziegenkolostrum
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Das caprine Lactoferrin eluierte unter den gewahlten neutralen Bedingungen bei
etwa 0,5 M NaCl. Die Fraktionen des in Abb. 4 gezeigten letzten groBen Peaks
wurden vereinigt.

Um mogliche Verunreinigungen abzutrennen, wurde anschlieBend mit den
vereinigten Lf-haltigen Fraktionen eine Gelfiltration durchgefiihrt (Abb. 5). Die daflr
verwendete Saule (XK 16, Amersham Pharmacia Biotech) war mit 120 ml Superdex
200® (Amersham Pharmacia Biotech) gepackt. Die Gelfiltration trennt Proteine in
einem Durchflussverfahren auf Grund ihrer MolekulargréBe auf. Wahrend die groBen
Proteine schnell Uber die Saulenmatrix laufen brauchen kleinere Proteine einen
langeren Weg und erscheinen so im Elutionsprofil spater. Der limitierende Faktor ist
bei dieser Reinigungsform das Probenvolumen. Es soll nicht mehr als 1 % des
Saulenvolumens betragen (AIGNER & NEUMANN, 1997).

Als Lauf- und Aquilibrierungspuffer wurde PBS (s. Anhang) eingesetzt (Flussrate
1 ml/min). Die S&ule wurde nach Probenauftrag 1,5-mal mit dem Puffer gewaschen.
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Abbildung 5: Elutionsprofil der Gelfiltrationschromatographie zur Aufreinigung der
vereinigten lactoferrinhaltigen Fraktionen aus dem Kationenaustausch

In dem Elutionsprofil der Gelfiltration zeigt sich der Erfolg der Reinigung. Es wurde
nur ein Hauptpeak eluiert, dessen Fraktionen vereinigt, aliquotiert und bei -20°C
gelagert wurden.
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Die Konzentration des Lactoferrins in den vereinigten Fraktionen aus der Reinigung
wurde mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes bestimmt. Das Gesetz beschreibt
die Beziehung zwischen Absorption durchstrahlter Schichtdicke und Konzentration

einer Lésung wie folgt: E=¢*c*b

= Extinktion bzw. Absorption

= molaren Extinktionskoeffizienten; entspricht der Extinktion E einer einmolaren
Lésung (¢ = 1mol * I'') bei einer Schichtdicke von 1 ¢cm (b = 1) und bei der
Wellenlange 2

¢ = molare Konzentration (mol/l)

b = Schichtdicke

Eine Probe aus den vereinigten Fraktionen des Hauptpeaks der Gelfiltration wurde
1:10 in PBS verdinnt. AnschlieBend wurde ihre Extinktion fotometrisch bei 280 nm
bestimmt.

Der Extinktionskoeffizient von caprinem Lactoferrin betragt 1,33
(http:/paris.chem.yale.edu/extinct.3.1.1, Dezember 2000, LE PROVOST et al.,
1994). Daraus ergibt sich fir die vereinigten Fraktionen aus der Gelfiltration eine

Konzentration von 5,13 mg caprinem Lactoferrin pro ml.

Zur Kontrolle, ob es sich bei dem aufgereinigten Protein um Lactoferrin handelt,
wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) modifiziert nach
LAEMMLI (1970) durchgefihrt. Durch die Zugabe von SDS werden dabei die
aufgetragenen Proteine denaturiert. Weiterhin lagert sich das SDS an die
Polypeptidketten an und verleiht ihnen so auf Grund ihrer Gr6Be eine entsprechend
negative Ladung, die die eigene Ladung Uberlagert. Alle Proteine wandern somit
durch das elektrische Feld zur Anode hin. Durch den Vernetzungsgrad des
Polyacrylamidgels werden die Proteine in ihrer Wanderung im elektrischen Feld
beeinflusst. Entsprechend ihres Molekulargewichtes wandern grdoBere Proteine
langsamer als kleine. Mit Hilfe eines im Gel mitlaufenden Molekulargewichtsmarkers
lasst sich nach der Anfarbung der entstandenen Banden ihre GrdBe bestimmen.

Zur Darstellung der aus der Reinigung gewonnen Fraktionen wurden diese in die
Taschen des 5,6-%igen Sammelgels aufgetragen, um im darunter liegenden
10-%igen Trenngel zu wandern. Die verwendeten Chemikalien fir die Gele und
Puffer der Gelelektrophorese sowie deren Herstellung sind im Anhang beschrieben.
Es wurden Fraktionen auf Grund des Elutionsprofils aus verschiedenen Phasen des
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Kationenaustausches ausgewahlt. Sie wurden im Verhéltnis 1:1 mit SDS-
Probenpuffer (2-fach konzentriert) versetzt mit 2-Mercaptoethanol (4 %) verdinnt.
Und die so verdinnten Proben wurden 10 min im Wasserbad gekocht.
Mercaptoethanol dient dazu, vorhandene Disulfidbriicken aufzuspalten. Es wurden
anschlieBend zwischen 6 bis 20 ug der Proben im Gel, welches in der mit Laufpuffer
geflllten Elektrophoresekammer (Hoefer® Might Small SE 245, Amersham
Bioscience) fixiert war, aufgetragen. In einem weiteren Gel wurde der Hauptpeak aus
der Gelfiltration aufgetrennt. Dieser wurde sowohl vorbehandelt wie oben
beschrieben bzw. nur in SDS-Probenpuffer (2-fach konzentriert) im Verhéltnis 1:1
verdinnt aufgetragen.

Die Auftrennung erfolgte zun&chst fiir 30 min bei 50 Volt, anschlieBend wurde flr
weitere 1 bis 1,5 h auf eine Spannung von 100 Volt erhéht. Die Banden wurden 30
min durch eine Coomassiebrilliantblau-Lésung angefarbt, der eine Entfarbung mit
wechselnder Entfarbelésung folgte. In Abb. 6 sind die mit Coomassiebrilliantblau
angefarbten Banden aus den Reinigungsfraktionen des Kationenaustausches und

der Gelfiltration zu sehen.
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Abbildung 6: Ausgewahlte Fraktionen der Reinigung caprinen Lactoferrins aus
Kolostrum im SDS-PAGE mit Coomassiebrilliantblau-Farbung
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Bei einer Gegenulberstellung verschiedener Spezies zeigt das Lactoferrin ein jeweils
anderes Laufverhalten in der SDS-Polyacrylamid-Gelelekirophorese (Abb. 7).
Zusatzlich zum caprinen und bovinen Lf wurde noch ovines Lf aufgetragen, um die
Unterschiede zwischen den Tierarten noch deutlicher herauszustellen. Das
Lactoferrin des Schafes konnte in Vorversuchen zur Reinigung selbst aus

Schafkolostrum gewonnen werden.

Bei einer Zugabe von 2-Mercaptoethanol (4%) im Probenpuffer und anschlieBendem
10-minutigem Kochen der Proben wird sowohl bei der Ziege und dem Schaf (aus
Kolostrum gereinigt) wie auch bei dem von Sigma gekauften Rinder-Lactoferrin nur
eine Bande im Gel sichtbar. Ohne jegliche Vorbehandlung, sondern nur bei gleicher
Verdiinnung im Probenpuffer zeigt sich das Lactoferrin bei Ziege und Schaf eindeutig
als Doppelbande. Beim Rind ist eine breitere, etwas tiefer angeordnete Bande
sichtbar. Diese wird im Western Blot mit dem spezifischen bovinen Antiserum
(Kapitel 2.1.4) jedoch auch als doppelte Bande deutlich differenziert.
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Abbildung 7: Lactoferrin, gereinigt aus Ziegen- und Schafkolostrum bzw. gekauftes
Rinder-Lactoferrin (Sigma) im SDS-PAGE mit Coomassiebrilliantblau-
Farbung.
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Schlussfolgerung zur Reinigung des Lactoferrins

Die Verwendung mehrerer hintereinander angelegter Reinigungsschritte hat sich
bewahrt, so dass die in diesen Untersuchungen durchgefihrte Reinigung des nativen
caprinen Lactoferrins modifiziert nach BUCHTA (1991) als effektives Resultat daraus
betrachtet werden kann. Die Ausféllung von einem GroBteil der Proteine und die
Dialyse der Vollmilch wurden schon von BAER et al. (1979) bei Schafmilch
beschrieben. Die Ziegenmilch in dieser Arbeit wurde dementsprechend mit kleinen
Anpassungen in den Zentrifugations- und Dialyseschritten durchgefihrt. Im
Anschluss wurden die von BUCHTA (1991) fir die Reinigung des ovinen Lf und von
NAM et al. (1999) fur caprines Lf beschriebenen Chromatographie-Schritte etwas
variiert. So erfolgte flr die weitere Aufreinigung der gewonnen Molke nach der
lonenaustauschchromatographie keine weitere Reinigung Uber die Affinitat, sondern
mit Hilfe der Gelfiltration Uber das Molekulargewicht des Lactoferrins. Da durch den
lonenaustausch schon eine hohe Aufkonzentrierung stattgefunden hatte, bot sich
dieser Schritt als effektiv an. Es konnte durch die Modifikation der in der Literatur
beschriebenen Verfahren eine groBe Probenmenge verarbeitet werden und
dementsprechend viel pures natives caprines Lactoferrin auf kostengtinstigem Weg

gewonnen werden.

Bei der Gegenlberstellung der verschiedenen Tierarten im SDS-PAGE (Abb. 7)
ergibt sich die Frage, inwiefern das Laufverhalten in den verschiedenen Formen des
Lactoferrins begriindet liegt.

Lactoferrin gehdrt zur Familie der Transferrine mit einer GréBe um 80 kDa, die
zwischen den Spezies geringfligig variiert. So untersuchten SHIMAZAKI et al. (1991)
unter anderem die Molekulargewichte des Lactoferrins bei verschiedenen Spezies.
Ovines, humanes und bovines Lactoferrin hatten eine GréBe von 80 kDa,
wohingegen das caprine mit 78 kDa etwas kleiner war. Von ihnen selbst gereinigtes
bovines apo-Lf (kein gebundenes Eisen) aus dem Kolostrum und auch natives Lf aus
der Milch der fortgeschrittenen Laktation hatte eine GréBe von 79 kDa.

Diese geringfigigen Abweichungen kann man in der hier gezeigten
Gelelektrophorese nicht eindeutig aufzeigen. Die GréBe der einzelnen Banden unter
reduzierten Laufbedingungen liegt jedoch auch hier bei allen Tierarten im Bereich
von 79 + 2 kDa.
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Wurde Lactoferrin in Koérperflissigkeiten untersucht zeigte sich jedoch, dass das
Lactoferrin in zwei verschiedenen Formen vorlag, die unterschiedlich gro3 waren.
BEZWODA & MANSOOR (1986) beschreiben in ihren Untersuchungen eine leichtere
Eisen-gesattigte Form (62 kDa) und eine schwerere ungesattigte Form (76 kDa) des
nativen humanen Lactoferrins bei nicht reduzierten Proben aus der Milch. KIJLSTRA
et al. (1989) beobachteten ebenfalls eine leichtere Form von Lactoferrin aus Tranen.
Ebenso wie bei BEZWODA & MANSOOR (1986) liegt auch in den eigenen
Untersuchungen zur Milch unter nicht reduzierten Bedingungen eine Doppelbande
bei der elektrophoretischen Auftrennung des nativen Ziegen- und Schaf-Lactoferrins,
jeweils aus Kolostrum gereinigt, vor. Die beiden Banden sind etwas kleiner als die
Hauptbande, die unter reduzierten Bedingungen zu sehen ist. NAM et al. (1999)
beschreiben den Anteil des aus Ziegenkolostrum aufgereinigten nativen Lactoferrins,
der Eisengesattigt ist, mit 30 %.

Das bovine Lactoferrin (Sigma) zeigt unter nicht-reduzierenden Bedingungen
lediglich eine etwas breitere Hauptbande, die jedoch in der Hbhe der oberen
Doppelbande der anderen Spezies angeordnet ist. Unter reduzierten Bedingungen
ist auch hier eine etwas gréBere Hauptbande zu beobachten.

2.1.2 Markierung des Lactoferrins
Ein Teil des gereinigten Lf wurde fir den Test mit Biotin markiert. Dazu wurden 40 pug

bovines bzw. caprines Lactoferrin in 200 pl 0,1 M NaHCOs; (pH 9,0; Roth)
aufgenommen. Der in einer Konzentration von 10 mg/ml in DMSO (Dimethyl Sulfoxid,
Sigma) geléste Biotinamidocaproat-N-hydroxysuccinimidester (BXHNS, Sigma)
wurde dem Protein in einem 50-fachem molaren Uberschuss hinzugegeben und 4 h
bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Der Vorgang wurde durch Zugabe von
80 ul 1 M NH4CI (Roth) abgestoppt. Um das an das Lactoferrin gebundene Biotin von
dem freien Biotin abzutrennen, musste die Ldsung Uber eine PD-10 Saule
(Amersham Pharmacia Biotech), das heiBt auf Grund des Molekulargewichtes,
gereinigt werden. Die Aquilibrierung der Saule und die Elution fanden mit PBS, dem
1 % BSA (Sigma) zugesetzt wurde, statt. Die Ausschlussgrenze der Saule liegt bei 5
kDa und das Ausschlussvolumen bei 2,5 ml, demzufolge konnten die ersten 2,5 ml
Durchlauf verworfen werden. Das folgende Eluat wurde in 500 pl groBen Fraktionen
gesammelt und mit dem gleichen Volumen Glycerin versetzt. Die mit Biotin-

markierten Lf-haltigen Fraktionen wurden mit Hilfe des spezifischen Antiserums
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(siehe Kapitel 2.1.3) auf einer Mikrotiterplatte identifiziert. Die lactoferrinhaltigen

Fraktionen wurden vereinigt und bei -20°C gelagert.

2.1.3 Herstellung von Antiseren
Da sowohl fir bovines wie auch flr caprines Lactoferrin spezifische Antikérper

hergestellt werden mussten, wurden jeweils zwei Kaninchen aktiv gegen bovines
bzw. caprines Lf immunisiert.

Den Kaninchen wurden als Startimmunisierung einmalig mit einer Emulsion aus
tierartspezifischen Lf und Freund’s Adjuvant Complete (Sigma) injiziert. Die
Kaninchen, die mit dem bovinem Lf immunisiert wurden, erhielten als erste
Immunisierung je 500 pg bLf. Die mit caprinem Lf immunisierten Kaninchen erhielten
als Startdosis 200 ug cLf. Das Lf wurde jeweils in 1 ml Freund’s Adjuvant Complete
(Sigma) emulgiert und dann verteilt auf sechs Stellen subkutan am Ricken
verabreicht.

Im monatlichem Abstand folgt eine Auffrischung mit einer Emulsion aus 150 pug
bovinem bzw. 65 ug caprinem Lf in je 1 ml Freund’s Adjuvant Incomplete (Sigma).
Auch hier erfolgten die Injektionen subkutan auf sechs Stellen am Riicken verteilt.
Zur Gewinnung des Antiserums wurde die Ohrvene der Kaninchen mit Hilfe einer
sterilen Kantle angeritzt. Aus dem aufgefangenen Blut (20 ml) wurde im Anschluss
durch Zentrifugation bei 2500 g das Serum gewonnen und dieses aliquotiert bei
-20°C tiefgefroren. Die Blutentnahmen folgten nach der dritten Immunisierung im
wdchentlichen Abstand. Durch Umstrukturierungen im Stall konnte es im Einzelfall
jedoch auch zu gréBeren Abstanden zwischen den einzelnen Blutentnahmen

kommen.

Zur Titerbestimmung der Antikérper wurde ein Test auf Mikrotiterplatten
durchgefiihrt. Das Testprinzip ist schematisch in Abb. 8 dargestellt. Die fir diese
Tests verwendeten Puffer sind im Anhang aufgefahrt.

Es wurden Mikrotiterplatten (EIA plate 9018, Corning Coster, Cambridge, MA, USA)
mit Schafantikbrpern gegen das Fc-Fragment des Kaninchen-lgGs (institutseigene
Herstellung) beschichtet. Dazu wurden die Schaf-Antikdrper auf 1,5 pg/ml mit
Beschichtungspuffer verdinnt und dann jeweils 100 pl pro Vertiefung der
Mikrotiterplatte pipettiert. Nach der Inkubation von 20 h bei 4°C wurden die Platten

2 h bei Raumtemperatur mit 2,5-%iger Caseinlésung abgesattigt. Im Anschluss daran



Testentwicklung 21

wurden die Platten 5-mal mit Waschpuffer gewaschen (EL 404 Microplate
Autowasher, Bio-Tek Instruments, USA) und zur Lagerung pro Vertiefung mit 200 pl
Testpuffer I, der mit Proteaseinhibitor (Complete™, Boehringer Mannheim) (200 pl/1)
und 0,05 % NaNjs versetzt war, beschickt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C fir maximal
14 Tage.

Auf der so vorbereiteten Mikrotiterplatte wurde nach Dekantieren der Pufferlésung
separat fur die jeweilige Tierart das aus den Kaninchen gewonnene Serum in Form
einer Verdinnungsreihe von 1:5.000 bis 1:640.000, verdiannt in Testpuffer II, auf je
eine Platte aufgetragen. Jede Probe wurde im Doppelansatz mit je 100 pl/Kavitat auf
die Platte pipettiert. Nach einstliindiger Vorinkubation bei Raumtemperatur unter
leichtem Schitteln folgte die Zugabe von 50 ul verdinntem Biotin-markierten
Lactoferrin je Kavitat. Dabei wurde das bovine markierte Lf in der Verdinnung
1:16.000 eingesetzt und das caprine markierte Lf 1:10.000. Nach 1 h Inkubation
unter gleichen Bedingungen folgte eine Enzym-Substrat-Reaktion wie beim spéateren
ELISA (siehe Kapitel 2.1.5).

<<¢Streptavidin-Peroxidase

<<¢ ‘/%iotin-markiertes Lf

‘B Y Lf-spezifischer Antikérper (Kaninchen)

Beschichtungsantikérper
(Schaf gegen Kaninchen-Fc-Fragment)

Abbildung 8: Schema des Testprinzipes zur Bestimmung des Antikérpertiters

Als Titer der Antikérper im Serum der Kaninchen wurde die berechnete
Verdinnungsstufe definiert, wo das Antiserum jeweils eine bei 405 nm gemessen
Extinktion von 1,0 besaB.

Fir jede Tierart wurde ein Kaninchen ausgewahlt, mit dessen Antiserum die besten
Ergebnisse erzielt werden konnten.

Hierbei bildete das Kaninchen Nr. 46 den besten Titer gegen das caprine Lf, welcher
in der Verdiinnung 1:160.000 als Antikérpertiter definiert wurde. Zur Gewinnung des

Antiserums gegen das bovine Lf stellte sich das Kaninchen Nr. 38 als Optimum
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heraus. Hier konnte eine Extinktion von 1,0 (405 nm) des Serums bei einer
Verdinnung von 1:320.000 gemessen werden. Die Titerentwicklung der beiden
Kaninchen ist in Abbildung 9 dargestellt.

Als Kontrolle bei der Titerbestimmung diente das Serum eines nicht immunisierten

Kaninchens, das in gleicher Verdinnung wie das Antiserum aufgetragen wurde.

A: Antikérper gegen cLf, Kaninchen 46 B: Antikorper gegen bLf, Kaninchen 38

2,57 2,57
—_ —_ 1:160.000
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5 1:160.000 §
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Abbildung 9: Titerentwicklung im Serum der mit caprinem (A) bzw. bovinem
Lactoferrin (B) immunisierten Kaninchen, sowie die Extinktion eines
nicht-immunisierten Kaninchens (A) als Kontrolle.

T Immunisierungen

Schlussfolgerungen zur Herstellung der Antiseren

Es stellt sich die Frage, ob vielleicht mit einem Test auch beide Tierarten untersucht
werden kénnten. Vergleicht man zu diesem Zweck die Aminosdurensequenzen
verschiedener Spezies zeigt sich, dass die Aminosaurensequenz des bovinen
Lactoferrins zu 69 % mit dem des humanen Lf Gbereinstimmt (MOORE et al., 1997).
Bei einem Vergleich der caprinen (LE PROVOST et al., 1994) und bovinen
Aminosaurensequenzen (MEAD & TWEEDIE, 1990) Uber die BLAST 2-Datenbank
(Version BLASTP2.2.6) zeigen die beiden Wiederkduerspezies eine
Ubereinstimmung von 90 %.

CHEN et al. (2004) publizieren bisher die einzigen Untersuchungen zu Lactoferrin in
Ziegenmilch mittels eines selbst entwickelten ELISAs. Sie arbeiten in ihrem
Testsystem mit einem aus dem Kaninchen gewonnene Antiserum gegen das bovine

Lf. Anders als bei ihnen wurde allerdings flr unseren Test ein tierartspezifischer
Antikdrper fUr die Ziege entwickelt.
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2.1.4 Spezifitat der Antiseren
Die Spezifitat der Antiseren wurde mit Hilfe des Western Blots Uberprift. Hierzu

wurde elektrophoretisch aufgetrenntes gereinigtes Lf sowie frische Milch, mit und
ohne Konservierungsmittel, auf eine Membran transferiert. Auf dieser wurden
daraufhin durch die gewonnen Antiseren das gereinigte bzw. gekaufte sowie das
Lactoferrin in der Milch nachgewiesen. Die Chemikalien und die Herstellung der
hierflr verwendeten Puffer sind im Anhang aufgefuhrt.

Der Transfer der im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine erfolgte mittels eines
Wetblotting-Verfahrens (Blot-Kammer, Sigma, SV10-EB10) auf eine Nitrocellulose-
Membran (Sartorius AG, Goéttingen). Dazu wurde der Transfertank nach
Herstellerangaben vorbereitet und das SDS-Polyacrylamidgel far 30 min in
Transferpuffer gelagert, um das SDS und Salze herauszulésen. Die Membran wurde
auf GelgréBe zugeschnittenen und ebenfalls fir 15 min in Transferpuffer eingeweicht.
Zusammen wurden sie dann in einem Gel-Membran-Sandwich wie in Abbildung 10
dargestellt in einer speziellen Kassette luftblasenfrei angeordnet.

S Katode

' ! eingeweichtes Schaumpad
: . | 2 eingeweichte Filterpapiere
| Gel

nasse Transfermembran
2 eingeweichte Filterpapiere

eingeweichtes Schaumpad

|

& Anode

Abbildung 10: Anordnung des Transfer-Sandwichs beim Wet-Blot-Verfahren des
Western-Blots

Die Kassette wurde komplett mit Transferpuffer bedeckt. Daraufhin wurden unter
konstanter Temperatur von ca. 4°C bei 250 mA und 75 V 1 h die Proteine auf die
Membran transferiert. Die Membran wurde im Anschluss daran ca. 1 h mit 5-%iger
BSA-L6sung abgeséttigt. Die Antiseren wurden jeweils 1:20.000 in 1-%iger BSA-
Lésung verdinnt und dann bei Zimmertemperatur fir 2 h auf dem Schuttler mit der
Membran der jeweiligen Spezies inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Membran
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mit der 1-%iger BSA-LOsung sorgféltig gespilt, um dann eine 30-mindtige Inkubation
unter gleichen Bedingungen mit 1:10.000 in 1-%iger BSA-Lésung verdinntem
peroxidasemarkiertem Antikérper gegen Kaninchen IgG (Monoclonal Anti-Rabbit 1gG,
v-chain specific, Sigma) durchzufihren. Nachdem die Membran 3-mal mit
Waschpuffer aus 10 % PBS und 0,05 % Tween 20 (Roth) gespilt wurde, erfolgte die
Sichtbarmachung der erkannten Banden durch eine Anfarbung mit DAB-L&sung als
Substrat. Die enzymkatalytische Reaktion wurde nach ausreichender Anfarbung der
Banden mit Wasser zum Stillstand gebracht.

AT B

[

. ’1 il G

Ziegen- cLf bLf Kuhmilch
milch (gereinigt aus (Sigma) ohne / mit
Kolostrum) Konservierung

Abbildung 11: Western Blot mit den aus Kaninchen gewonnenen spezifischen
Antiseren gegen A: caprines Lactoferrin (Kaninchen 46); B: bovines
Lactoferrin (Kaninchen 38).

Alle Proben wurden in Probenpuffer ohne Mercaptoethanol
verdinnt.
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Auf dem Western Blot (Abb. 11) ist das Lactoferrin in der Milch der Kuh sowohl mit
wie auch ohne Konservierungsmittel jeweils als Doppelbande, die Ziege sowie Schaf
schon im SDS-Page eindeutig zeigen (s. Abb. 7), zu sehen. Auch bei der
Uberpriifung des Antiserums gegen das caprine Lf zeigt sich in der Ziegenmilch die
schon beschriebene Doppelbande in der Hohe des Lactoferrins. Ansonsten sind bei
der Ziege keine weiteren Banden zu beobachten.

Bei der Auftrennung des bovinen Lactoferrins der Firma Sigma erkennt das
Antiserum mehrere Banden, sowohl in dem Lactoferrin zugeordneten hdéheren wie

auch im niederen molekularen Bereich (Abb. 11).

Schlussfolgerung zur Spezifitat der Antiseren

Bei der Uberpriifung der Antiseren mit Hilfe des Western Blots zeigt sich in der Milch
beider Spezies die Doppelbande, die wahrscheinlich die eisengesattigte und
ungesattigte Form, wie sie in Kérperflissigkeiten vorkommt, darstellen. Auch bei der
Kuh ist hier im Gegensatz zum SDS-PAGE (Abb. 7), das das Lf der verschiedenen
Tierarten vergleichend darstellt, dieses Laufverhalten zu beobachten. Méglicherweise
ist dort auch die sichtbare breite Hauptbande bei der Auftrennung des gekauften
bovinen Lactoferrins unter nicht reduzierenden Bedingungen demnach aus zwei eng
aneinander liegenden Banden zusammengesetzt. Im Western Blot werden sowohl im
Bereich Uber wie auch unter den bekannten Lactoferrin-Banden bei dem gekauften
bovinen Lactoferrin weitere Banden vom Antiserum erkannt. Die Ursachen hierzu
sind wahrscheinlich in der Struktur des Lactoferrins begriindet:

Lactoferrin besteht aus einer Polypeptidkette, die sich in zwei Stréange, das N- und
das C-Endstlck, faltet. Jeder der Strange lasst sich nochmals in die jeweiligen
Fraktionen N1/N2 und C1/C2 aufteilen, in deren Mitte je eine Eisenbindungsstelle
liegt (QUERINJEAN et al., 1971, SPIK et al., 1982). Zur Bindung des Eisens werden
zwei Bicarbonat-Anionen benétigt (IYER & LONNERDAL, 1993). Die beiden
Bindungsstellen sind sich sehr ahnlich (MOORE et al.,, 1997), auch bei einem
Vergleich der Positionen des humanen und des bovinen Lactoferrins (ANDERSON et
al., 1989).

MANTEL et al. (1994) beschreiben flr eisengesattigtes humanes Lf ebenfalls, dass
nach Reduzierung im 12-%igen SDS-Page aus einer Hauptbande bei 76 kDa, drei

zusatzliche Banden in der GroBe von 66, 47,5 und 35 kDa entstehen. Sie vermuten,
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dass die beiden kleineren Banden (47,5 und 35 kDa) den zwei Strangen des
Lactoferrins entsprechen. Lactoferrin ist schematisch in Abbildung 12 dargestellt.

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Struktur des Lactoferrins (modifiziert
nach JANNIIE et al., 2000)

Dies wirde darauf hinweisen, dass Disulfid-Briicken zwischen den Strangen
existieren oder aber sehr starke nicht-kovalente Assoziationen zwischen den zwei
Strangen einiger Lf-Molekile. Bei nativem humanen Lf beobachten MANTEL et al.
(1994), dass die beiden kleineren Banden nach der Reduzierung erscheinen,
wahrend als Hauptform aber nur die 76 kDa-Bande zu sehen ist, die leichtere Form
jedoch nicht erscheint.

Die tiefer gelegenen Banden des hier aufgetrennten bovinen Lf kdnnen denen von
MANTEL et al. (1994) beschriebenen in den Héhen 66, 47,5 und 33 kDa
entsprechen. Allerdings wurde die Probe nicht reduziert, jedoch im Probenpuffer bei -
20°C gelagert und mehrmals aufgetaut.

Diese Daten lassen bedeutende Veranderungen im Aufbau der Lf-MolekUlle nach der
Eisen-Bindung vermuten, was von andern Quellen unterstiitzt wird (BEZWODA &
MANSOOR, 1986; KIJLSTRA et al., 1989).

Oberhalb der typischen Lf-Doppelbande liegen im hochmolaren Bereich weitere
Banden vor, die durch Lactoferrin in polymerisierter Form erklart werden kénnen.
MANTEL et al. (1994) beschreiben die Polymerisation des nativen Lactoferrins in
verschiedenen Puffern. Auch unter L6sung in Phosphat-Puffer (pH 7,4), in dem auch
das gekaufte bovine Lf geldst ist, bilden sich Polymere, z. B. bei 350 kDa und bei
einem Molekulargewicht gréBer 10° kDa. WANG & HURLEY (1998) beschreiben



Testentwicklung 27

ebenfalls, dass Lactoferrin in der Form eines Multimers im Milchsekret
trockenstehender Kiihe vorkommt.

2.1.5 Durchfiihrung des ELISAs
Zur Bestimmung von Lactoferrin in der Milch von Ziegen und von Kihen wurde

jeweils ein tierartspezifischer kompetitiver ELISA entwickelt. Das Testprinzip ist in
Abbildung 13 dargestellt. Die Durchfihrung beider Testsysteme ist analog.

<<¢Streptavidin-Peroxidase

<<¢ ‘/%iotin-markiertes Lf
O natives Lf
O &

Y Lf-spezifischer Antikdrper (Kaninchen)

Beschichtungsantikérper
(Schaf gegen Kaninchen-Fc-Fragment)

Abbildung 13: Testprinzip des kompetitiven ELISAs zur Lactoferrinbestimmung

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die verwendeten Puffer sind im
Anhang aufgefihrt.

Auf Mikrotiterplatten (EIA plate 9018, Corning Coster, Cambridge, MA, USA), die mit
Schafantikdrpern gegen das Fc-Fragmet des Kaninchen IgGs beschichtet sind (siehe
Kapitel 2.1.3), wurden, um der Austrocknung der Platte vorzubeugen, 25 ul
Testpuffer Il in jede Kavitat vorgelegt. Im Anschluss wurden im Doppelansatz die
verdiinnten Milchproben und der Standard aus dem gereinigten caprinem Lf (0;
50,00; 16,66; 5,55; 1,85; 0,62; 0,21 ng cLf/ml) bzw. gekauften bovinen Lactoferrin (0;
150,00; 75,00; 37,50; 18,75; 9,38; 4,69 ng bLf/ml) und Kontrollen (Milchproben mit
bekannter Lf-Konzentration) in einem Volumen von 50 ul je Kavitat aufgetragen.
Danach folgte die Zugabe des Antiserums mit je 50 pl/Kavitat in den Verdinnungen
1:180.000 anti-bLf und 1:250.000 anti-cLf. Nach 1-stiindiger Vorinkubation unter
leichtem Schutteln wurde in jede Kavitat 50 pl Biotin-markiertes Lactoferrin (B-Lf)
hinzugeflgt (B-bLf: 1:16.000; B-cLf: 1:10.000). Diese Verdiinnungen ergaben sich
als optimal aus Vortests mit verschiedenen Biotin-markierten Lactoferrin
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Verdinnungsstufen gegen verschiedene Antiserum-Verdinnungen bei aufgetragener
Standardkurve. Nach 1 h Inkubation unter leichtem Schitteln wurde die Platte 3-mal
mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit 100 ul Streptavidinperoxidase
(Sigma) (200 ng/ml Testpuffer Il) je Kavitat beschickt. Nachdem die Platte 30 min im
Dunkeln inkubiert hatte, erfolgte erneutes 5-maliges Waschen bevor als Substrat
frisch angesetzte TMB-L6sung aufgetragen wurde. Die Extinktion lie sich nach 30-
minGtiger Inkubation im Dunkeln und dem Abstoppen mit 50 ul 1 M Oxalsaure je
Kavitat im Microplate-Reader (ELX 800, Bio-Tek Instruments, USA) ablesen. Als
Messfilter wurden 450 nm gewdahlt. Als Software zur Bestimmung der
Lactoferrinkonzentrationen diente MikroWin 3.0 mit der 4-Parameter-Methode. Eine

schematische Darstellung des Testprinzips ist in Abbildung 13 zu sehen.

2.1.6 Validierung und Testcharakteristika
Zur Validierung der hier entwickelten Testsysteme wurden die Kriterien Parallelitat,

Wiederfindung und Prazision erfasst.

Zur Darstellung der Parallelitat des zum Nachweis von bovinem Lactoferrin
entwickelten Testes sind in Abb. 14 die Verlaufe von Standardkurve und von
Verdinnungsreihen aus Rindermilch verschiedener Tiere aufgezeigt. Die

Verdinnungsreihen reichen von 0,39 bis 200 nl Rindermilch je Kavitat.

A: B
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ng/ml nl/Kavitat

Abbildung 14: Standardkurve des bovinen Lactoferrins (A) und Verdiinnungsreihen
aus Rindermilch (B) zur Darstellung der Parallelitat
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Die Milch von Rindern oder Ziegen wurde wie die zu messenden Proben in
Testpuffer Il verdinnt.

Das caprine Lactoferrin zeigt den in Abb. 15 dargestellten Verlauf der Standardkurve.
Auch hier werden Verdinnungsreihen von Ziegenmilch dargestellt. Die

Ziegenmilchverdinnungen reichen von 0,05 bis 12,5 nl pro Kavitat.

A: B:
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ng/ml nl/Kavitat

Abbildung 15: Standardkurve des caprinen Lactoferrins (A) und Verdinnungsreihen
aus Ziegenmilch (B) zur Darstellung der Parallelitat

Im Verlauf der Verdiinnungsreihen sind sowohl bei dem Testsystem flir die Ziege wie
auch fir das Rind keine Abweichungen vom Verlauf der Standardkurve ersichtlich.
Dies wird dadurch bestatigt, dass die Regression zwischen eingesetzten Volumina
und Lf-Konzentrationen der Verdinnungen einzelner Milchproben keine
Signifikanzen aufwiesen.

Fur die Enzymimmuntests bedeutet das, dass im gepriften Volumenbereich die
Lactoferrinkonzentrationen in der Rinder- und Ziegenmilch unabhangig vom

eingesetzten Volumen bestimmt werden kénnen.

Um die Wiederfindung in den Tests zu bestimmen wurden Milchproben ohne und
mit Zugabe definierter Mengen Lactoferrin gemessen. Aus der Differenz beider
Messwerte wurde die Wiederfindungsrate berechnet. Tabelle 1 stellt die Ergebnisse

dar. Im Mittel lag die Wiederfindung des Lactoferrins fir die Ziege bei 106,4 + 7,9 %
und fir das Rind bei 101,2 + 12,1 %.
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Tabelle 1: Prozentuale Wiederfindung von zugefligtem Lactoferrin (Lf) in Proben
bekannten Lactoferringehaltes

Spezies Lf-Gehalt Probe | zugefigtes | gemessenes | Wiederfindung
P (ng/ml) Lf (ng/ml) Lf (ng/ml) (%)
9,35 28,0 37,25 99,6
19,41 28,0 48,72 104,7
i 36,00 28,0 66,52 109,0
Ziege
6,14 33,6 46,76 120,9
17,46 33,6 52,66 104,8
56,73 33,6 90,13 99,4
8,74 5,56 15,35 119,1
19,43 5,56 25,24 104,6
. 21,33 5,56 25,83 81,1
Rind
9,34 16,67 26,00 100,0
17,87 16,67 34,72 101,1
18,04 16,67 34,90 101,7

Um die Prazision des Testes aufzuzeigen wurden die Variationskoeffizienten des
Intra- und Interassays bestimmt. Der Intraassay zeigt die Variation einer Probe, die
mehrmals auf einer Mikrotiterplatte gemessen wird. Der Interassay gibt Aufschluss
Uber die Reproduzierbarkeit des Wertes einer Probe, wenn sie auf verschiedenen
Platten gemessen wird.

Der Interassay-Variationskoeffizient betragt beim Rind 3,9 % (n = 21) und bei der
Ziege 4,1 % (n = 27). Der Variationskoeffizient des Interassays betragt bei den hier
entwickelten Tests beim Rind 7,5 % (n = 20) und bei der Ziege 9,3 % (n = 20).

Die untere Nachweisgrenze des enzymimmunologischen Testes ist definiert als der
kleinste vom Nullstandard unterscheidbare Wert. Er wird ermittelt aus dem Mittelwert
(n = 10) des Nullstandards plus zwei Standardabweichungen. Beim Rind und bei der
Ziege sind folgende Konzentrationen ermittelt worden, bLf 4,9 ng/ml und cLf 0,2
ng/ml. Die Unterschiede zwischen den Tierarten ergeben sich aus dem jeweiligen
Testsystem. Eine Verschiebung der unteren Nachweisgrenze zum Nachweis des
bovinen Lactoferrins nach unten war nicht weiter erforderlich, da im verwendeten
Untersuchungsmedium Milch der Gehalt an Lactoferrin immer in hdherer

Konzentration vorliegt.
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2.1.7 Schlussbetrachtung zur Testentwicklung
Die Entwickelung von Testsystemen zur Messung von Lactoferrin in der Milch von

Ziegen und Kihen konnten erfolgreich abgeschlossen werden.

Wie bei CHEN et al. (2004) beruht auch der hier entwickelte Enzymimmunoassay zur
Messung des nativen caprine Lactoferrins auf einem kompetitiven Prinzip. Ebenso
benutzten sie das selbst aus Kolostrum gereinigte native Ziegenlactoferrin als
Standard.

AuBer zur Standardkurve und Parallelitdt werden von ihnen keine weiteren Aussagen
Uber andere Parameter zur Validierung des ELISAs zur Detektion von caprinem Lf
gemacht.

2.1.8 Aufbereitung der Proben
Da Milch eine FlUssigkeit mit teilweise inhomogener Konsistenz, vor allem nach dem

Auftauen gefrorener Vollmilchproben, ist, wurden Messergebnisse von entfetteter
Milch und von Vollmilch verglichen. Zu diesem Zweck wurde eine zufallige Auswahl
von Rindermilchproben als Vollmilchproben auf ihren Lactoferringehalt hin untersucht
und parallel dazu nach dem Entfetten der Milch in der Magermilch. Zum Entfetten
wurden die bei 4°C gekihlten Proben aufgeschuttelt und in Aufbewahrungsréhrchen
fir 6 min bei 4.000 g zentrifugiert. Die obere Fettschicht wurde mit der Pipette
durchstochen, daraufhin konnte direkt im Anschluss die Magermilch pipettiert

werden.

Der Zusammenhang zwischen den Lf-Messwerten in Vollmilch und Magermilch
wurde statistisch mit SPSS/PC 10.0 Uberprift. Alle nachfolgenden Auswertungen von

Daten wurden mit dem gleichen Programm analysiert.

Die Daten wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests auf
Normalverteilung Uberprift. Da diese nicht signifikant abgesichert war wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman, d. h. mit Hilfe eines nicht-parametrischen
Testverfahrens ermittelt. Die Korrelation zwischen der Messung von Vollmilch und
entfetteter Milch des Rindes betragt hierbei r = 0,94 bei 34 gemessenen Proben
(p <0,01). Das Streudiagramm ist mit der ermittelten Regressionsgerade bzw. —
gleichung in Abb. 16 dargestellt. Die Absolutwerte stimmten weitgehend Uberein.
Nach dem vorliegenden Ergebnis konnte Rindermilch sowohl als Vollmilch als auch
als entfettete Milch auf Lactoferrin getestet werden.
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Abbildung 16: Lactoferrinbestimmung (pg/ml) in 34 Rinder-Vollmilch- und
entfetteten Rindermilchproben

Zur Untersuchung von Ziegenmilch war dies nicht relevant, weil die Proben alle in
Vollmilch auf ihren Lactoferringehalt untersucht wurden. Hier waren nach dem
Auftauen bei zlgiger Weiterverarbeitung keine Probleme bei der Handhabung zu
beobachten.
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2.2 IGFBP-2
Das Bindungsprotein-2 der Insulinartigen Wachstumsfaktoren (IGFBP-2) wurde

bisher auBer im Serum auch in einer Vielzahl von biologischen Geweben und
Kérperflissigkeiten entdeckt. Unter anderem konnte es in humaner (DONOVAN et
al., 1991a), boviner (SKAAR et al., 1991), porciner (DONOVAN et al., 1994) und der
Milch der Ratte (DONOVAN et al., 1991b) nachgewiesen werden. Die exakten
Aufgaben dort sind jedoch noch nicht klar erforscht.

Zum quantitativen Nachweis der Bindungsproteine der IGFs werden verschiedene
Verfahren wie der Western Liganden Blot, der Western Immunoblot, der
Radioimmunoassay (RIA), der immunradiometrische Assay (IRMA) (RAJARAM et al.,
1997) und der Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (DIAMANDI et al.,
2000) angewendet.

Der Western Liganden Blot ist jedoch eher zur Charakterisierung der Proteine
geeignet als zu ihrer Quantifizierung, da der Transfer wahrend des Elektroblottings
nicht immer komplett stattfindet und auch zwischen den Bindungsproteinen
(ROSENFELD et al., 1989) variiert. Der Western Immunoblot hat sich eher zur
Untersuchung von Proteasen der IGFBPs als geeignet erwiesen (RAJARAM et al.,
1997). Zur genauen Ermittlung von Gehalten verschiedener IGFBPs hat sich der
Radioimmunoassay als sehr erfolgreich gezeigt. Im Gegensatz zum RIA ist der IRMA
spezifischer, ermittelt jedoch oft geringere Werte als tatsachlich vorliegen in Folge
von Degradierungs-Prozessen wahrend der Lagerung oder den Experiment-
Bedingungen (RAJARAM et al., 1997). Der ELISA hat den Vorteil, dass er ebenfalls
schnell in der Durchfihrung ist und hohe Probenmengen verarbeiten kann, aber im
Gegensatz zum RIA nicht mit radioaktiven Reagenzien gearbeitet wird. So ist die
Handhabung einfacher.

Die Detektion von IGFBP-2 in Kuh- und Ziegenmilch mit Hilfe eines ELISAs ist bisher
noch nicht dokumentiert.

Da im Handel kein nicht-radioaktives Testsystem zur Messung des
Bindungsproteins-2 des Insulinartigen-Wachstumsfaktors (IGFBP-2) in der Milch
vorhanden ist, musste ein solches erst entwickelt werden. Wie auch zur Messung
von Lactoferrin wurde ein kompetitiver Enzymimmuntest entwickelt (siehe Abb. 13 in
Kapitel 2.1.5).
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Rekombinantes bovines IGFBP-2 (rbIGFBP-2) wurde von der Firma GroPrep
(Adelaide, Australien) bezogen. Dieses wurde dann zur Herstellung von Tracer und
zur Produktion von Antiseren verwendet, welche in der benétigten Form nicht im

Handel erhéltlich sind.

2.2.1 Herstellung von Antiseren
Das lyophilisierte bovine IGFBP-2 wurde in 10 mM HCI geldst und vor der weiteren

Verwendung mit PBS neutralisiert. Zur Immunisierung wurde 2 Kaninchen eine
Emulsion aus dem gelésten IGFBP-2 und Freund’s Adjuvant Complete (Sigma) am
Rlicken subkutan verteilt auf mehrere Stellen injiziert. Die Anfangsdosis betrug
hierbei 100 pg rblGFBP-2 pro Kaninchen. Eine Auffrischung erfolgte nach einem
Monat mit einer Emulsion aus 52 ug gelésten IGFBP-2 und Freund’s Adjuvant
Incomplete (Sigma) pro Kaninchen in gleicher Art und Weise.

Nachdem auf der Mikrotiterplatte pro Vertiefung 25 ul Testpuffer Il, in dem 250 ng
IGF-1l pro ml gelést war, vorgelegt wurden, wurde die Titerbestimmung, wie schon in
Kapitel 2.1.3 beschrieben, durchgefiihrt. Ein Vorversuch hatte gezeigt, dass
Unterschiede in der Antikérperbindung zwischen freiem IGFBP-2 und an IGF-II
gebundenem Bindungsprotein-2 bestehen. Um diesen Effekt auszuschalten wurde
IGF-11 in der ermittelten Konzentration vorgelegt.

Zur Kontrolle wurde ein Serum eines nicht immunisierten Kaninchens in gleicher
Verdiinnung wie das Antiserum aufgetragen. Dieses Serum erreichte eine Extinktion
von 0,14. Beide Kaninchen (Nr. 50 und 51) entwickelten einen guten Titer gegen das
rbIGFBP-2 im Blut, allerdings musste das zweite Tier (Nr. 51) auf Grund einer
Erkrankung frihzeitig geschlachtet werden, so dass nur Kaninchen 50 Einsatz fir die
Testentwicklung fand. Die ersten drei Blutungen des Kaninchens 50 erfolgten in
woéchentlichem Abstand. Die letzte dargestellte Blutung war die Schlachtung 4
Monate nach der letzten durchgefihrten Blutung (Abb. 17).



Testentwicklung 35

1,8
I — L
1,6 Kaninchen 50

14 1:320.000
1,2
1,0
0,8 -
0,6 -
0,4
0,2 - s Kontrolle 1:320.000

O I \ T ceee ——

Off 1 2 3

Immunisierungen

Extinktion (450 nm)

4
Blutung

Abbildung 17: Titerentwicklung im Serum des mit rboIGFBP-2 immunisierten
Kaninchens

Das Testsystem wurde auf die Ermittlung von IGFBP-2 in der Milch von Kuh und
Ziege getestet. Die untersuchten Testcharakteristika wie die Wiederfindung von
zugefligtem IGFBP-2 wie auch die Parallelitat von Verdinnungsreihen aus der Milch
von Kuh und Ziege zeigen, dass mit Hilfe des hergestellten Antiserums in diesem
Testsystem sowohl das bovine wie auch das caprine IGFBP-2 in der Milch der
jeweiligen  Spezies nachgewiesen werden kann. Die Darstellung der
Testcharakteristika erfolgt detailliert fir Kuh und Ziege in Kapitel 2.2.5.

Zum quantitativen Nachweis im entwickelten Testsystem (Kapitel 2.2.3) wurde das
Antiserum des Kaninchens 50 bei der Ermittlung des IGFBP-2 in der Rindermilch und
bei der Untersuchung der Ziegenmilch auf IGFBP-2 in der Verdiinnung 1:200.000

eingesetzt.

2.2.2 Spezifitat der Antiseren
Um die Spezifitdt des Antiserums nachzuweisen reichte die Sensitivitédt Gber eine

DAB-Farbung beim Western Blot nicht aus. Um diese zu erhéhen wurde die
Detektion der Banden mit Hilfe von Chemilumineszenz durchgefiihrt. Wie schon in
Kapitel 2.1.4 flr Lactoferrin beschrieben, wurde eine SDS-Polyacrylamid-
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gelelektrophorese durchgefiihrt; die derart aufgetrennten Proteine wurden dann
mittels des Wetblotting-Verfahrens auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die
Membran wurde im Anschluss daran 1 h mit 5-%iger BSA-Lésung abgesattigt.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem aus dem Kaninchen 50 gewonnenen
Antiserum bei einer Verdinnung von 1:5.000 in 1-%iger BSA-Lésung bei 4°C Gber
Nacht. Nach anschlieBendem 2-maligen Waschen der Membran mit der 1-%igen
BSA-L6sung erfolgte eine 30-mindtige Inkubation bei Zimmertemperatur unter
standigem Schitteln  mit  1:10.000 in 1-%iger BSA-Lésung verdinntem
peroxidasemarkiertem Antikérper gegen Kaninchen IgG (Monoclonal Anti-Rabbit 1gG,
v-chain specific, Sigma). Nachdem die Membran 3-mal mit Waschpuffer aus 10 %
PBS und 0,05 % Tween 20 (Roth) gespult wurde, erfolgte die Detektion der
markierten Banden. Entsprechend den Herstellerangaben wird der Blot mit der ECL-
Lésung (Amersham, Freiburg) inkubiert und anschlieBend ein Réntgenfilm aufgelegt.
Das am zweiten Antikérper fixierte Enzym erzeugt durch Substrat-Umsatz

Chemilumineszenz, die zur Schwarzung des Réntgenfilms fihrt.

1 2 3 4
1: Ziegenserum
2: Ziegenkolostrum
3: Rinderserum
4: rbIGFBP-2

Abbildung 18: Western Blot zur Detektion der IGFBP-2-Banden in Ziegenserum,
und -milch sowie in Rinderserum.
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Hier lieBen sich in Ziegenkolostrum Banden, die denen des IGFBP-2 in der GréBe
von 31 - 36 kDa (RAJARAM et al., 1997) entsprechen, erkennen (Abb. 18). Im
Rinderserum lieBen sich die entsprechenden Banden nur als Schatten darstellen.

2.2.3 Markierung des IGFBP-2
Zur Herstellung eines Tracers wurden fir den Test 40 ug rbIGFBP-2 mit einem 50-

fachen molaren Uberschuss von Biotinamidocaproat-N-hydroxysuccinimidester
(Sigma) markiert. Das Verfahren entspricht der Markierung des Lactoferrins wie in
Kapitel 2.1.2 dargestellt.

Nach der Abtrennung des markierten IGFBP-2 von freiem Biotin Uber eine PD-10
Saule (Amersham Pharmacia Biotech) wurden die IGFBP-2-haltigen Fraktionen
vereinigt, mit dem gleichen Volumen Glycerin versetzt und bei —20°C gelagert.

Um die IGFBP-2-haltigen Fraktionen zu gewinnen wurden erst auf Grund der
Ausschlussgrenze der Saule von 5 kDa und des Ausschlussvolumens von 2,5 ml die
ersten 2,5 ml im Durchlauf verworfen. Das folgende Eluat wurde in 500 pl groBen
Fraktionen gesammelt und mit dem gleichen Volumen Glycerin versetzt. Die Tracer-
haltigen Fraktionen wurden mit Hilfe des spezifischen Antiserums auf einer
Mikrotiterplatte identifiziert. Zu diesem Zweck wurde das Antiserum jeweils in den
Verdinnungen von 1:1.000 bis 1:729.000 in Testpuffer Il mit 100 ul pro Kavitat auf
die mit Schafantikbérpern gegen das Fc-Fragment des Kaninchen-IgGs
(institutseigene  Herstellung, Kapitel 2.1.3) vorbeschichteten Mikrotiterplatte
aufgetragen. Nach 1-stindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Fraktionen 1 bis 6 in der Verdiinnung 1:1000 in Testpuffer Il mit je 50 ul je Vertiefung
hinzugefiigt. Nach 1 h Inkubation unter gleichen Bedingungen wurde die Antiserum-
Tracer-Mischung von der Mikrotiterplatte dekantiert und anschlieBend wurde das
gebundene mit Biotin markierte IGFBP-2 Uber eine Enzym-Substrat-Reaktion wie
beim spateren ELISA sichtbar gemacht (Kapitel 2.2.4).

2.2.4 Durchfiihrung des ELISAs
Das Testprinzip des entwickelten Enzymimmunoassay entspricht der Abbildung 13 in

Kapitel 2.1.5. Fir die Spezies Rind sowie Ziege ist die Durchfliihrung des Testes
identisch.

Auf Mikrotiterplatten, die mit Schafantikbrpern gegen das Fc-Fragmet des Kaninchen
lgGs beschichtet waren (siehe Kapitel 2.1.3) wurden 25 pl Testpuffer Il, dem je 250
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ng IGF-Il pro ml Testpuffer Il zugefligt waren, in jede Kavitat vorgelegt. Ein
Vorversuch hatte gezeigt, dass die Konzentration von 250 ng IGF-Il pro ml Testpuffer
Il ausreicht, um Effekte, die aus der unterschiedlichen Antikdrperbindung von freiem
IGFBP-2 und an IGF-ll gebundenem Bindungsprotein-2 resultieren, auszuschalten.
Im Anschluss wurden im Doppelansatz die in Testpuffer Il verdinnten Milchproben
und als Standard rekombinantes bovines IGFBP-2 in einer Verdinnungsreihe (0,2;
0,6; 1,9; 5,6; 16,7; 50,0 und 150 ng/ml) jeweils in einem Volumen von 50 pl je Kavitat
aufgetragen. Nach einer Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur erfolgte die
Zugabe des Antiserums mit je 50 pl/Kavitat in der Konzentration 1:200.000. Die
Mikrotiterplatte wurde zur Inkubation Uber Nacht bei 4°C in einer Feuchtekammer
gelagert. Am nachsten Morgen erfolgte die Zugabe des Biotin-markierten rblGFBP-2
in einer Konzentration von 1:1.000 mit je 50 pl pro Vertiefung. Nach 4 h Inkubation
unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur wurde die Platte 3-mal mit
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit 100 ul Streptavidinperoxidase (200
ng/ml Testpuffer Il) je Kavitat beschickt. Nachdem die Platte 30 min im Dunkeln
inkubiert hatte, erfolgte erneutes 5-maliges Waschen, bevor als Substrat frisch
angesetzte TMB-Lésung aufgetragen wurde. Die Extinktion lieB sich nach 45-min
Inkubation im Dunkeln und dem Abstoppen mit je 50 ul 1M Oxalsaure je Vertiefung
im Microplate-Reader (ELX 800, Bio-Tek Instruments, USA) ablesen. Als Meffilter
wurden 450 nm gewahlt. Als Software zur Bestimmung der IGFBP-2-Konzentrationen
diente MikroWin 3.0 mit der 4-Parameter-Methode.

2.2.5 Validierung und Testcharakteristika
Der Test wurde fur die Anwendung in der Milch von Rindern und Ziegen separat

validiert.

Ein Vergleich der Aminosaurensequenzen sollte Aufschluss darliber geben, wie groB
die Ubereinstimmung des caprinen und bovinen IGFBP-2 ist. Da jedoch keine
vollstandige Sequenz fur das caprine |IGFBP-2 vorliegt, wurde das Schaf
(DELHANTY & HAN, 1992) als der Ziege relativ ahnliche Spezies herangezogen. Bei
einem Vergleich Uber die BLAST 2-Datenbank (Version BLASTP 2.2.6) ergibt sich
eine Ubereinstimmung von 90 % mit der Proteinsequenz der Kuh (BOURNER et al.,
1992).
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Die Milch von Rindern bzw. Ziegen wurde jeweils wie die zu messenden Proben in
Testpuffer Il verdinnt.

In Abb. 19 sind die Verlaufe der Standardkurve und Verdinnungsreihen aus
Rindermilch sowie Ziegenmilch verschiedener Individuen zur Darstellung der
Parallelitat aufgezeigt. Die Verdinnungen der Milchproben reichen von 0,08 bis
25 pl Rindermilch und von 0,20 bis 50 ul Ziegenmilch je Kavitat. Der Verlauf der
Milchverdinnungen zeigt keine Abweichungen zur Standardkurve aus
rekombinanten bovinen IGFBP-2.

Dies wird dadurch bestétigt, dass die Regression zwischen eingesetzten Volumina
und IGFBP-2-Konzentrationen der Verdinnungen einzelner Milchproben keine

Signifikanzen aufwiesen.
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Abbildung 19: Standardkurve aus rekombinantem bovinen IGFBP-2 (A) und
Verdinnungsreihen aus Rindermilch (B) und Ziegenmilch (C) zur
Darstellung der Parallelitat
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Die prozentuale Wiederfindung des rekombinanten bovinen IGFBP-2 in der Milch
von Rind und Ziege ergibt sich aus der Differenz der Messwerte der Milchprobe mit
und ohne Zugabe einer definierten Menge rblIGFBP-2. Tabelle 2 stellt die Ergebnisse
dar. Beim Rind lag die Wiederfindungsrate im Mittel bei 109,5 + 14,6 % und flr die
Ziege bei 108,0 = 16,9 %.

Tabelle 2: Prozentuale Wiederfindung von zugeflgtem rbIGFBP-2 in Proben
bekannten IGFBP-2-Gehaltes

Spezies IGFBP-2-Gehalt zugefiugtes gemessenes | Wiederfindung
P Probe (ng/ml) |IGFBP-2 (hg/ml) | IGFBP-2 (ng/ml) (%)
2,33 25,0 31,09 115,0
2,21 25,0 33,86 126,6
. 3,98 30,0 29,52 85,1
Rind 1,34 30,0 35,04 112,3
28,98 90,0 119,51 100,6
27,41 90,0 132,91 117,2
8,59 8,33 18,00 113,0
6,17 8,33 15,69 114,4
. 13,31 12,5 24,29 87,9
Ziege 1,84 12,5 12,70 86,9
8,59 25,0 40,90 129,2
6,17 25,0 35,37 116,8

Durch das wiederholte Messen einer Probe auf einer bzw. auf verschiedenen Platten
wurde die Prazision des Testes aufgezeigt. Beim Rind ergab sich durch mehrfaches
Messen einer Rindermilchprobe auf einer Platte ein Intraassay-Variationskoeffizient
von 6,1 % (n = 7). Beim wiederholten Messen einer Ziegenmilchprobe betrug der
Koeffizient 3,5 % (n = 4).

Eine Milchprobe eines Rindes, die auf 20 verschiedenen Platten gemessen wurde,
ergab einen Interassay-Variationskoeffizient von 7,7 %. Bei der Ziege ergab die
Messung einer Milchprobe auf 20 verschiedenen Platten einen Koeffizienten von
6,2 %.
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Die untere Nachweisgrenze des Tests wird definiert als der kleinste von 0
unterscheidbare Wert und wird als Mittelwert aus der Bestimmung des Nullstandards
plus zwei Standardabweichungen berechnet. Bei der Ermittlung des IGFBP-2-
Gehaltes in der Milch von Rindern und Ziegen ergab sich eine untere
Nachweisgrenze von 0,2 ng/ml.

2.2.6 Schlussbetrachtung zur Testentwicklung
Die Entwicklung eines nicht-radioaktiven Teststystems zur Messung von IGFBP-2 in

der Milch von Ziegen und Kihen konnte erfolgreich abgeschlossen werden. So
wurde die Voraussetzung geschaffen, um eine groBe Anzahl an Milchproben auf
ihren quantitativen Gehalt des Bindungsproteins zu untersuchen.

2.2.7 Aufbereitung der Proben
Da es Probleme bei der weiteren Verarbeitung der aufgetauten Kuhmilchproben auf

Grund deren Konsistenz gab, wurde fir die Bestimmung des IGFBP-2-Gehaltes in
der Milch, wie schon in Kapitel 2.1.8 fir das Lactoferrin beschrieben, getestet, ob die
Messungen in entfetteter Milch mit denen in Vollmilch vergleichbar sind. Zu diesem
Zweck wurde von 27 zufallig ausgewahlten Rindermilchproben einmal der Gehalt an
IGFBP-2 in der Vollmilch und daraufhin von der gleichen Probe in Magermilch
gemessen.

Die Daten sind nach dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests signifikant auf
Normalverteilung abgesichert und wurden nach Pearson auf ihre Korrelation getestet.
Diese betragt zwischen der Messung von Vollmilch und entfetteter Milch des Rindes
r = 0,85. Das Ergebnis lieB3 sich auf dem Niveau von p < 0,01 absichern.

Da eine hohe Korrelation zwischen den beiden Milchkonsistenzen bestand, die
Magermilch jedoch besser in der Handhabung war, wurden alle Messungen des
IGFBP-2-Gehaltes der Rindermilch im Rahmen dieser Arbeit in der entfetteten Milch
vorgenommen.

Das Streudiagramm ist mit Regressionsgerade in Abb. 20 dargestellt. Die
Absolutwerte der zentrifugierten entfetteten Proben sind alle geringflgig (etwa
2 ng/ml) niedriger als die der Vollmilchproben, wobei zwei Messungen nach unten

ausreif3en.
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Abbildung 20: IGFBP-2-Bestimmung (ng/ml) in 27 Rinder-Vollmilch- und entfetteten
Rindermilch-Proben

Fur Ziegenmilch ergab sich kein Problem bei der Handhabung, so dass hier die
IGFBP-2-Werte aus der Vollmilch ermittelt wurden.
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3  Untersuchungen zum Lactoferrin und IGFBP-2 in der
Milch von Kiihen und Ziegen

3.1 Material und Methodik

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Zusammensetzung von Kuh-
und Ziegenmilch gemacht. Zu diesem Zweck konnten Milchproben der
Milchkuhherden sowie der Ziegenmilchherde von dem der Landwirtschafskammer
Rheinland angegliederten Lehr- und Versuchsgut Haus Riswick gezogen werden.

3.1.1 Einordnung der Milchkihe in verschiedene Gruppen sowie
Probennahmedesign und Bestimmung der Milchinhaltsstoffe

Der Kuhbestand des Versuchsgutes Haus Riswick bietet eine homogene
Zusammensetzung von schwarz- und rotbunten Kiihen der Rasse Deutsche Holstein.
Die Kihe werden in drei Liegeboxen-Laufstéllen mit unterschiedlichen
Stalleinrichtungen und Melktechniken gehalten.

Milchviehstall 1 ist ein 3-reihiger Boxenlaufstall mit Spaltenboden und
Zirkulationssystem. Gemolken wird in einem 2 x 5 Fischgraten-Melkstand (DeLaval).
Die Futterung erfolgt Gber Mischwagen am Fressgitter.

Milchviehstall 2 ist ein 4-reihiger Boxenlaufstall, der fir Futterungsversuche
eingerichtet ist. Der Stall ist mit Spaltenboden ausgestattet. Die Kiihe werden in zwei
Gruppen getrennt gehalten und gemolken. Die Kihe auf der einen Stallseite werden
in einem 14-er Melkkarussell (Westfalia Separator) und die Kihe der anderen
Stallseite mit einem Automatischen Melksystem (AMS) (Einboxenanlage ,Merlin,
Lemmer Fullwood) gemolken. Die Fitterung mit einer totalen Mischration (TMR)
erfolgt Uber Mischwagen in elektronische Wiegetrdge, die die Grundfutteraufnahme
jeder Kuh individuell ermitteln.

Milchviehstall 3 ist ebenfalls ein Boxenlaufstall. Er dient im Wesentlichen zu
Testzwecken flr verschiedene Liegeboxenvarianten und unterschiedliche
Entmistungsverfahren. Die Futterung des Grundfutters erfolgt am Fressgitter. Die
Kihe werden ebenfalls im o. g. Melkkarussell gemolken.

In Zusammenarbeit mit den Abteilungen Haustiergenetik und Tiererndhrung des
Institutes flr Tierwissenschaften der Universitdt Bonn sowie der tatkraftigen
Unterstitzung der Mitarbeiter des Versuchsgutes wurde eine regelmaBige
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Probennahme innerhalb der verschiedenen Herden gewahrleistet. Im Rahmen eines
Melkautomatenversuches der Abteilung Haustiergenetik und Untersuchungen der
Abteilung fir Tiererndhrung zu verschiedenen Grundfuttermitteln standen 226 Tiere
mit kontinuierlicher Abkalbung zur Verfiugung (WIRTZ, 2003). Die Tiere wurden in
mehrere Versuchsgruppen eingeteilt. Da eine leistungsgerechte Fltterung gesichert
war konnte ausgeschlossen werden, dass die Zusammensetzung der Basisration das
Vorkommen der beiden im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proteine in der Milch
beeinflusst. So konnten die Milchproben unabhangig von dem Fitterungsversuch
gezogen und untersucht werden. Auch ein Einfluss des Melksystems ist bei den

untersuchten Proteinen nicht zu erwarten gewesen.

Die Futterung aller Kiihe erfolgte unter Zugrundelegung der Empfehlungen der GfE
(1991 und 1995) und der DLG (1986, 1997 und 1998). Als Leistungskraftfutter wurde
eine Mischung eingesetzt, die je kg 6,7 MJ NEL und 160 g nXP enthielt. Die jeweilige
leistungsgerechte Kraftfutterzuteilung der Kihe wird Uber Abrufstationen in den
Stallen sichergestellt bzw. wird je nach Versuchsfrage darlber geregelt. Die
erforderlichen Analysen der Futterproben wurden durch die Landwirtschaftliche

Untersuchungs- und Forschungsanstalt (LUFA) Bonn durchgefihrt.

Die Tiere wurden wie folgt fir die Untersuchungen in die unterschiedlichen Gruppen
eingeteilt. Die Art und Weise der Probennahme ist anschlieBend erlautert und in

Abbildung 21 graphisch dargestellt:

e Gruppe | (Milchviehstall 2) umfasst 104 Tiere. 52 der Tiere wurden im
Melkkarussell gemolken und 52 Tiere im Melkautomaten. Die Einteilung der
Klhe in diese zwei Melkgruppen erfolgte nach der eigenen Leistung oder der
Vorleistung der Muttertiere, um zwei gleichwertige homogene Gruppen von
Tieren zu erhalten. Von diesen Tieren wurde wdchentlich eine Milchprobe
gezogen. Klhe, die aus unterschiedlichen Griinden fir den Versuch nicht mehr
zur Verfigung stehen konnten, wurden durch Farsen ersetzt.

e Gruppe Il (Milchviehstall 3) umfasst 40 Tiere, die ebenfalls im Melkkarussell

gemolken wurden. Diese Gruppe wurde 14-tagig beprobt.
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e Gruppe lll (Milchviehstall 1) umfasst 82 Tiere. Diese Gruppe wurde im 2 x 5
Fischgraten-Melkstand mit automatischer Abnahme gemolken. Die Probenahme
erfolgte nur im Rahmen der Milchleistungsprifung (MLP) alle 4 Wochen.

Die Durchfiuhrung der Milchmengenmessung erfolgte im Dreh- und
Fischgratmelkstand mit dem Messgerat Metatron der Firma Westfalia und wurde mit
Hilfe des Softwareprogramms ,Dairyplan DP 5“ (Firma Westfalia) erfasst und
gespeichert. Die Milchmengen der automatisch gemolkenen Kihe wurden flr jedes
Versuchstier und jede Melkung Uber ein automatisches Durchflussmessgerat (Firma
Fullwood) und mit Hilfe des Softwareprogramms ,Crystal“ (Firma Fullwood) erfasst
und gespeichert. Die Tiere wurden jeweils Uber Transponder erkannt. Die
Milchmengenmessung erflllt die Anforderungen zur Messgenauigkeit der ADR
(1994) und wurde in regelméaBigen Abstanden Uberprift.

Zur Bestimmung der Milchinhaltsstoffe wurde bei allen Versuchstieren im Abstand
von 4 Wochen die offizielle Milchleistungsprifung (MLP) des Landeskontroll-
verbandes Rheinland (LKV) durchgefiihrt. Sie erfolgte im Melkkarussell und im
Fischgraten-Melkstand nach der A4-Methode der ADR-Richtlinien  fir
Milchleistungsprufungen (ADR, 1994).

Dieses Prufverfahren bezieht sich auf Herden, die zweimal taglich gemolken werden.
An einem Stichtag, der sich im Abstand von vier Wochen wiederholt, wird die
Leistung je Kuh innerhalb von 24 h ermittelt. Zur Bestimmung der Inhaltsstoffe der
Milch (mindestens Fett- und EiweiBgehalt) wird durch einen Prlfer flr jede Kuh von
jedem Gemelk eine reprasentative Probe gezogen.

Beim Melkautomaten wurden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden Proben von allen
Gemelken gezogen.

Die Proben eines Tages werden jeweils zu einer Mischprobe je Tier
zusammengefihrt. In einem Untersuchungslabor wird dann jede Probe beziglich
ihrer Inhaltsstoffe analysiert. Unter Einbeziehung der jeweiligen Milchmenge eines
Gemelkes (gewichtetes arithmetisches Mittel) wurden angelehnt an die A4-Standard-
Methode die durchschnittlichen Inhaltsstoffe fiir jede Kuh berechnet.

Ein Teil der Tiere wurde zusatzlich zur offiziellen Milchleistungsprifung Uber eine
weitere 4-wochige Kontrolle beprobt, die so angelegt wurde, dass von diesen
Versuchstieren alle 2 Wochen eine Milchprobe vorlag. Im Gegensatz zur MLP
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wurden jedoch bei dieser zusatzlichen Milchkontrolle das Abend- und das
Morgengemelk jeder Kuh separat vom LKV auf die Inhaltsstoffe analysiert. Unter
Berlcksichtigung der jeweiligen Milchmenge eines Gemelkes wurden die
durchschnittlichen Inhaltsstoffe jeder Kuh am Melkkarussell berechnet. Am
Melkautomaten erfolgte diese ergadnzende Kontrolle genau so wie an den Tagen der
offiziellen Kontrolle.

Zusatzlich wurde bei der Gruppe | erganzend zu den 2-wdchentlich stattfindenden
Milchkontrollen Zwischenbeprobungen eingeftihrt, um die Eutergesundheit jeder
Kuh besser kontrollieren zu kdnnen. Diese Zwischenbeprobungen fanden in den
Wochen statt, in denen weder eine offizielle MLP noch eine erganzende 4-
wdchentliche Kontrolle durchgeflihrt wurde. So wurde fir diese Gruppe ein 7-tagiger
Kontrollabstand erreicht. Am Melkkarussell erfolgte dieses Zwischenbeprobung als
alternierende Kontrolle, am Melkautomaten wurde von jeder Kuh eine Probe je
Kontrolltag gezogen.

In Abbildung 21 ist der Aufbau der Kontrollen und Gruppen schematisch dargestellt.

~N
Zwischenbeprobung l l l l l l l l
zusétzliche l l l
Kontrolle >
offizielle l l l l
Milchleistungspriifung

IR S S s e = ¥

Wochen

Gruppe |

Gruppe |l

Gruppe llI

Abbildung 21: Milchprobenentnahme der einzelnen Gruppen

Da zwischenzeitlich die MaBnahmen, die einer Ubertragung der Maul- und
Klauenseuche vorbeugen, verstarkt wurden, entfielen die Zwischenbeprobungen in
den Monaten April und Mai teilweise.

Direkt nach der Probennahme wurde die Milch mit dem Konservierungsmittel
Bronopol (LKV Rheinland) versetzt. Am selben Tag wurden die Milchproben zum
Landeskontrollverband Rheinland transportiert und dort mittels Nah-Infrarot-
Verfahren (Milkoscan) auf Rohprotein (%), Rohfett (%), Lactose (%), Harnstoffgehalt
(ppm) sowie auf die Anzahl somatischer Zellen pro ml Milch untersucht. Zwischen
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Juli und September 2001 wurden (ber dieses Verfahren zusétzlich die freien
Fettsduren (mmol/100 g Fett) ermittelt.
Die Ergebnisse der LKV-Untersuchungen wurden in der Abteilung Haustiergenetik

zusammengestellt und von dort in das hiesige Labor Ubermittelt.

Nach Abschluss der Untersuchungen wurden die Proben ins institutseigene Labor
weitergeleitet. Mehrere Einzelproben einer Kuh aus den Probennahmen des
automatischen Melksystems bzw. der zusatzliche Kontrolle wurden vereinigt, so dass
pro Kuh und Probennahmetag eine Milchprobe vorlag. Es vergingen maximal 3 Tage
ab Probennahme bis sie aliquotiert und bei -20°C bis zur weiteren Untersuchung
tiefgefroren wurden.

Es wurde weiterhin von jeder abkalbenden Kuh eine Kolostralmilchprobe maximal bis
6 h nach der Geburt genommen. Diese Probe wurde umgehend bei -20°C
tiefgefroren.

Ebenso wurde von allen Kihen die Anzahl der Laktationen (Laktationsnummer),
Erkrankungen, die im direkten Zusammenhang mit der Laktation oder der Geburt
stehen wie z.B. Mastitiden, Milchfieber, etc. (Datum, Art der Erkrankung,
Behandlung), Daten zur Geburt (Geburtsverlauf, Geschlecht der geborenen Kélber),
alle Besamungsdaten (Datum, Bullenname, Anzahl erfolgter Besamungen bis zur
Trachtigkeit), sowie alle Besonderheiten und Abweichungen im Arbeitsalltag erfasst.
Alle anfallenden Milchproben wurden auf ihren Lactoferringehalt mittels des in Kapitel
2.1 dargestellten Enzymimmunoassays getestet. Eine Auswahl an Proben wurde
zudem auf IGFBP-2 mit dem in Kapitel 2.2 vorgestellten Enzymimmunoassay
untersucht. Hierfir wurden Proben ausgewahlt, die zeitlich vor, wahrend und nach
Erhéhung Uber 150.000 Zellen/ml in der Milch von Kihen lagen, weiterhin Proben vor
und nach erfolgreicher bzw. nicht erfolgreicher Besamung, sowie Proben, die eine

ganze Laktation umfassen.

3.1.1.1 Voruntersuchung zur Behandlung der Kuhmilchproben
Da die zu untersuchenden Kuhmilchproben direkt nach der Probennahme mit dem

Konservierungsmittel Bronopol versetzt wurden, wurde getestet, ob dieses Einfluss
auf die Testsysteme hat. Ebenso wurde Uberprift, ob die Lagerdauer bzw. mégliche
Temperaturschwankungen beim Transport, Einfluss auf die Ergebnisse haben

kdonnten.
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Zu diesem Zweck wurde eine Frischmilchprobe aus dem Milchtank entnommen,
sowie 3 frische Rindermilchproben gezogen. Diese Proben wurden jeweils in zwei
Portionen aufgeteilt, wobei je eine mit dem Konservierungsmittel Bronopol und die
andere nicht behandelt wurde. Jede vorliegende Probe wurde noch einmal aufgeteilt
und weiter bei 4°C bzw. bei Raumtemperatur gelagert. Uber die Dauer von 4 Tagen
wurde taglich aus jeder Milchreihe eine Probe bei -20°C eingefroren. Danach wurden
alle Proben auf den Lactoferringehalt und auf das Verhalten im IGFBP-2 Test
untersucht.

Durch die statistischen Auswertung der Daten mit Hilfe von SPSS 10 (Mauchly,
allgemeines lineares Modell mit Messwiederholungen) konnte abgesichert werden,
dass keine signifikante Abweichung in den Untersuchungsergebnissen bezlglich

Zeitraum, Lagerung und Konservierungsmittel besteht.

3.1.1.2 Statistische Auswertung der Kuhmilchdaten
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 10.0 bzw. 12. Die Daten der

Lactoferrin- und IGFBP-2-Konzentrationen wurden zur Auswertung logarithmiert.
AnschlieBend wurden sie mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests auf
Normalverteilung gepruft. Lag diese vor, wurde die Homogenitat der Varianzen mit
dem Levene-Test Uberprift. Lag keine Normalverteilung der Daten oder keine
Homogenitat der Varianzen vor, wurden sie mit nicht-parametrischen Testverfahren
ausgewertet, ansonsten erfolgte die Auswertung Uber parametrische Tests.

Alle Werte werden als Mittelwert (X) plus/minus Standardfehler (SEM) dargestellt.

In Berufung auf BUHL & ZOFEL (2000) werden Aussagen, die mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit p < 0,05 behaftet sind, als signifikant bezeichnet. Betragt
die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01 heiBBen sie sehr signifikant und bei p < 0,001

hdchst signifikant.

3.1.1.2.1 Untersuchungen zur Laktation
Auf Grund der sich aus dem Versuch ergebenden Datenstruktur lieBen sich die

ermittelten Parameter am besten darstellen und auswerten, indem die Laktation in
vier Abschnitte unterteilt wurde:

| Nachgeburtsphase: Laktationswoche (LW) 0 (Woche der Kalbung) bis 5. LW.
| Mittlaktation, 1. Abschnitt: 6. bis 15. LW (Ende rund um den ersten

Besamungszeitpunkt der Kihe).
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]| Mittlaktation, 2. Abschnitt: 16. bis 30. LW.

v letzter Abschnitt der Laktation: 31. LW bis zum Ende der Laktation.

Die Einzelwerte pro Laktationswoche werden im Anhang aufgefthrt.

Fir die Berechnungen zur Laktation wurden nur die Tiere bertcksichtigt, die aus der
homogenen Versuchsgruppe 1 (n = 104) stammen und von den Mitarbeitern als
gesund eingestuft wurden. Zudem wurden nur die Milchproben bertcksichtigt, deren
Zellzahlen unter 150.000 Zellen/ml lag.

Bei allen Parametern lag auch nach der Logarithmierung der o.g. Daten nach
Kolmogorov-Smirnov  keine Normalverteilung vor. Deshalb wurden bei den

Berechnungen nur nicht-parametrische Testverfahren verwendet.

Eine Auswertung der untersuchten Parameter Uber die verschiedenen
Laktationsstadien erfolgte mit Hilfe des H-Tests nach Kruskal-Wallis. Ein paarweiser
Vergleich der aufeinander folgenden Stadien der Laktation wurde mit dem U-Test
nach Mann-Whitney durchgefthrt. Die Ergebnisse wurden anschlieBend nach
Bonferroni korrigiert.

Korrelationen zwischen den verschiedenen Parametern wurden nicht-parametrisch

nach Spearman Uberpruft.

Bei der Untersuchung, ob das Alter der Tiere einen Einfluss auf Hbhe der
untersuchten Parameter Lactoferrin bzw. IGFBP-2 nimmt, kam der H-Test nach
Kruskal-Wallis zur Anwendung.

Um bei den Auswertungen des IGFBP-2-Gehaltes der Milch zur Laktation den
Erndhrungsstatus der untersuchten Kiihe zu beriicksichtigen, wurden die IGFBP-2-
Konzentrationen zusétzlich in die praxisibliche so genannte 9-Felder-Tafel
eingeordnet. Dazu werden in Anlehnung an die Auswertungen des LKV Rheinland im
Rahmen des Harnstoffberichtes der Milchleistungsprifung der EiweiB- und der
Harnstoffgehalt in der Milch ins Verhaltnis gesetzt und in die in Abb. 22 dargestellte
9-Felder-Tafel eingetragen. Dieser Wert zeigt in welchem Feld sich die Kuh befindet
und ob die Fltterung als optimal eingestuft werden kann oder ob Defizite im Bereich

der Energie- und/oder Proteinversorgung bestehen.
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Es konnte nicht auf Daten zur Energiebilanz 0.a. zurlickgegriffen werden, deswegen
erfolgte die Einordnung des Ernahrungsstatus Uber die Ergebnisse aus den

Milchanalysen.
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Abbildung 22: Anordnung der 9-Felder-Tafel zur Einstufung des Ernahrungsstatus
von Milchkihen in Anlehnung an den LKV Rheinland

Da in den verschiedenen Laktationsstadien unterschiedliche Stoffwechsel-
verhéltnisse vorliegen, wurden diese im Einzelnen betrachtet. Es wurden dabei die
Daten aller Tiere einbezogen, auBer wahrend der Kolostralphase und bei Milch-
Zellzahlen Uber 150.000 Zellen/ml.

Ob Unterschiede innerhalb der Laktationsstadien zwischen dem Optimum und
anderen Feldern bestehen, wurde, da keine Normalverteilung nach Kolmogorov-
Smirnov vorlag, mit dem paarweisen Vergleich nach Mann-Whitney tGberprift. Um die
multiple Datenstruktur zu berlcksichtigen wurde eine Korrektur nach Bonferroni

durchgeflhrt.
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3.1.1.2.2 Untersuchungen uber den jahreszeitlichen Verlauf
Die Probennahme erfolgte von Anfang des Jahres (3. Kalenderwoche) bis zum

Herbst (39. KW), so dass eine jahreszeitliche Entwicklung der untersuchten
Parameter Uber diesen Zeitraum moglich ist. Hierbei wurden die
Kolostralmilchproben nicht mit in die Berechnungen einbezogen. Zum Vergleich
wurden dieselben Tiere wie zur Laktation ausgewertet. Dies entspricht 104 Kihen
der Gruppe 1, die als gesund eingestuft wurden und deren Milch-Zellzahl unter
150.000 Zellen/ml liegt.

Es lag keine Normalverteilung der Werte nach Kolmogorov-Smirnov vor. Ob die
Jahreszeit einen Einfluss auf die untersuchten Parameter der Milch nimmt, wurde
demnach mit dem nicht-parametrischen H-Test nach Kruskal-Wallis Gberpruft.

3.1.1.2.3 Untersuchungen zur Trachtigkeit
Bei den Darstellungen und Berechnungen kamen Kuihe aller Gruppen zum Einsatz,

jedoch nur, wenn ihnen ein Zellgehalt < 150.000 zugeordnet werden konnte. Um
Effekte durch das Kolostrum auszuschlieBen, wurde es nicht in die Auswertungen mit
einbezogen.
Die Tiere sind in zwei Gruppen mit unterschiedlichem Besamungserfolg, < 2 bzw. = 3
Besamungen pro Tier bis zur erfolgten Trachtigkeit, eingeteilt. Um eine Ubersichtliche
Darstellung zu erhalten, werden die Zeitabschnitte vor und nach der Besamung
zusammengefasst dargestellt. Dabei werden drei Zeitabschnitte unterschieden:

e die 10 Wochen vor der erfolgreichen Besamung,

e die Wochen ab der erfolgreich verlaufenden kinstlichen Besamung (KB)

(Woche 0) bis zur Woche 10 danach,

e die folgenden Wochen 11 bis 20 nach der KB.
Daraus ergibt sich die Mdglichkeit eines direkten Vergleiches der Zeitabschnitte
zwischen den Gruppen. Die Betrachtung eines langeren Zeitraums nach der
Konzeption (Woche 0 bis 10 und 11 bis 20) wird vorgenommen, um mdgliche weitere
Entwicklungen, die mit der Laktation zusammenhangen, aufzeigen zu kénnen.
Da eine Untersuchung Uber die einzelnen 10 Wochen vor und bis zur 10. Woche
nach der Konzeption bei beiden Gruppen kein Ubersichtliches Ergebnis erbrachte,
wird auf eine entsprechende Darstellung verzichtet.
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Uber alle Tiere lag keine Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov vor. In wie weit
die Parameter Lactoferrin und IGFBP-2 durch eine Tr&chtigkeit beeinflusst werden
wurde deshalb durch einen Vergleich der Zeitabschnitte vor und nach erfolgreicher
kinstlicher Besamung mit Hilfe des H-Test nach Kruskal-Wallis als nicht-
parametrisches Testverfahren Uberprift. Um zwischen den Besamungsgruppen die
entsprechenden Zeitabschnitte paarweise miteinander zu vergleichen kam der U-
Test nach Mann-Whitney, Kkorrigiert nach Bonferroni fir multiple Tests, zur
Anwendung. Bei den jeweiligen Berechnungen innerhalb der verschiedenen
Besamungsgruppen waren Normalverteilungen gegeben. Hier wurde weiter mit Hilfe
der einfaktoriellen ANOVA und dem Mehrfachvergleichen nach Dunnett-T3

ausgewertet.

3.1.1.2.4 Untersuchungen zur Zellzahl
Zur Untersuchung, inwiefern die Zellzahl Einfluss auf die ermittelten Parameter

nimmt, wurden die Tiere in die Zellzahlklassen des ,Linear Somatic Cell Count
Score” (SCS) eingeteilt. Um naherungsweise eine Normalverteilung der Daten zu

erreichen werden die Daten zur Zellzahl logarithmisch transformiert:

SCS = log2(Zellzahl/100.000) + 3

(STAATLICHES UNTERSUCHUNGSAMT HESSEN, 2002; BAYERISCHE LANDES-
ANSTALT FUR LANDWIRTSCHAFT, 2005)

Daraus ergibt sich die folgende Einteilung der Zellzahl/ml (in tausend):
Zellzahlklasse

(SCS)
0= 20 <17
1= 218 <35
2= 2 36 <70
3= =71 <141
4 = 2142 <282
5= 2 283 < 565
6= 2 566 < 1.131
7= =21.132 <2.262
8 = 22263 <4535

9= 2 4.536
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Uber alle betrachteten Daten lag nach Kolmogorov-Smirnov keine Normalverteilung
vor, von daher wurde ein Einfluss Uber alle Zellzahlklassen (SCS) mit Hilfe des nicht-
parametrischen H-Tests nach Kruskal-Wallis Uberprift. In wie weit sich ein
Unterschied von einer Zellzahlgruppe zur nachst héheren Gruppe ergibt, wurde
paarweise mit dem U-Test nach Mann-Whitney ausgetestet. Der multiplen
Datenstruktur wurde dabei durch eine Korrektur der Ergebnisse nach Bonferroni
entsprochen.

Ob Unterschiede zwischen den Melkgruppen im Zellgehalt der Milch bestehen,
wurde ebenfalls nach Kruskal-Wallis getestet. Ein direkter Vergleich von zwei
Melkgruppen wurde durch Mann-Whitney Gberprift. Auch hier wurden die Ergebnisse
nochmals nach Bonferroni korrigiert, da insgesamt mehr als zwei Gruppen paarweise
verglichen wurden.

Korrelationen zwischen den Zellzahlklassen und Lactoferrin bzw. IGFBP-2 wurden

nicht-parametrisch nach Spearman Utberprtift.
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3.1.2 Haltung und Milchprobennahme der Ziegen
Im Landwirtschaftszentrum Haus Riswick wird neben den Milchkihen eine

Milchziegenherde mit 90 Milchziegen der Rassen WeiBe Deutsche Edelziege und
Bunte Deutsche Edelziege gehalten. Die Ziegen werden in einem Laufstall mit
Auslauf auf Stroh gehalten. Sie werden 2-mal taglich in einem 1 x 12 Side by side-
Melkstand gemolken. Die Ziegenmilch wird auf Haus Riswick in der hofeigenen
Késerei verarbeitet.

Far die hier dargestellten Untersuchungen wurde Uber 2 Jahre von 10 Tieren und im
zweiten Jahr von weiteren 10 Tieren Milchproben gezogen. Im ersten Jahr begann
die Probenentnahme ab dem 07. Mé&rz 2000, was der 8 + 2 Laktationswoche
entsprach. Im zweiten Jahr wurden die Milchproben ab dem Ablammen genommen.
Wéchentlich wurde je Tier eine Probe von etwa 10 ml mit Hilfe des
Milchflussmessgerates Metatron 8 (Westfalia) wahrend des Melkvorgangs gezogen.
Hierbei wurde ein Uber die andere Woche zwischen dem morgendlichen und
abendlichen Melken gewechselt. Die Proben wurden direkt bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20°C gelagert.

Von den untersuchten Tieren stehen darlber hinaus folgende Daten aus der
Milchleistungsprufung zur Verfigung: Rohprotein (%), Rohfett (%) und Anzahl
somatische Zellen pro ml Milch.

Die Tiere erhielten Uber das gesamte Jahr eine Ration nach den Bedarfswerten der
GfE von 1996. Das Grundfutter in Form von Heu, Gerstenstroh und Maissilage sowie
das Kraftfutter in Form von Minipellets (Melasseschnitzel, 6 mm Pelletierung) und
das Mineralfutter werden 2-mal taglich geflttert. Im Melkstand bekommen die Ziegen
150 g Kraftfutter je Melkgang. Weiteres Kraftfutter wird Uber Abrufstationen nach
Leistung angeboten. Es handelt sich hierbei um ein Milchleistungsfutter fir Kilhe mit
6,7 MJ NEL und 160 g nXP in der Frischmasse.

Die Tiere lammten saisonal im Winter ab. Nach dem Ablammen wurde von allen
Versuchs-Ziegen im Jahr 2001 innerhalb von 6 h nach der Geburt eine
Kolostralmilchprobe genommen und unmittelbar bei -20°C tiefgefroren. Von allen
Milchproben wurde der Lactoferrin- sowie von den Proben aus der Laktation 2001
auch der IGFBP-2-Gehalt mit den in Kapitel 2.1 und 2.2 vorgestellten
Enzymimmunoassays ermittelt.

Dariber hinaus wurde die Anzahl der Laktationen (Laktationsnummer),

Erkrankungen, die im direkten Zusammenhang mit der Laktation oder der Geburt
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stehen wie z.B. Mastitiden, etc. (Datum, Art der Erkrankung, Behandlung),
ImpfmaBnahmen, Daten zur Geburt (Ablammdatum, Anzahl geborene Lammer je
Ziege, Geschlecht der geborenen Lammer), alle Deckdaten (Datum, kinstliche
Besamung oder Natursprung, Deckbock, Haufigkeit), sowie alle Besonderheiten und

Abweichungen im Arbeitsalltag erfasst.

3.1.2.1 Statistische Auswertungen der Ziegenmilchdaten
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 10.0 bzw. 12. Das

Vorgehen entspricht dem bei den Kuhmilchdaten.

3.1.211 Untersuchungen zur Laktation
Die Laktation der Ziegen lasst sich, wie die des Rindes, in vier Stadien unterteilen:

| Nachgeburtsphase: LW 0 (Woche der Geburt) bis 5. LW

Il Mittlaktation, 1. Abschnitt: 6. bis 16. LW

1} Mittlaktation, 2. Abschnitt: 17. bis 27. LW

\ letzter Laktationsabschnitt: 28. LW bis zum Ende der Laktation.

Zu Beginn des vierten Abschnittes werden die Ziegen der Riswicker Herde in der
Regel das erste Mal in der laufenden Laktation belegt. Bei den Berechnungen der
Daten und Darstellungen wurden nur Ziegen einbezogen, die nach auBerlichen
Anzeichen keine Mastitis aufwiesen. Ein Tier zeigte jedoch extrem erhdhte Zellzahlen
und im Verlauf des Versuches eine akute Mastitis, so dass aus diesen Grinden die

ganze Laktation in Kapitel 3.2.2.4 separat dargestellt wird.

In der folgenden Tabelle 3 sind die Auswertungen Uber die Berechnung der
Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov der in die Berechnungen zur Laktation

2001 eingegangenen Daten dargestellt.
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Tabelle 3: Ergebnisse des Testes auf Normalverteilung (+/-) nach Kolmogorov-
Smirnov aller untersuchten Ziegenmilchproben der Laktation 2001 und
unterteilt nach den vier Laktationsstadien, sowie Anzahl der untersuchten
Ziegenmilchproben (n)

alle Laktationsstadium

Milch- | I ]| v

proben |[0-5.LW [6.-16.LW | 17.-27. LW | 28. LW - Ende
Lf (ug/ml) - (757) - (106) - (186) - (169) - (296)
Lf (log) + (757) - (106) + (186) - (169) + (296)
IGFBP-2
(ng/ml) - (757) - (106) - (186) - (169) - (296)
IGFBP-2
(10g) - (757) - (106) + (186) + (169) + (296)
Zellzahl - (145)
Protein (%) + (133)
Fett (%) - (133)
Milch (kg) + (133)

Daten nicht normalverteilt
+ Daten normalverteilt

Wenn eine Normalverteilung der Daten vorlag, wurde weiter mit parametrischen
Testverfahren ausgewertet. Lag jedoch keine Normalverteilung vor oder konnte die
Varianzhomogenitat nach Levene nicht erflllt werden, kamen nicht-parametrische
Testverfahren zum Einsatz.

Ausnahme bildet die mehrfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung (GLM)
zur  Untersuchung des Laktationsverlaufes und der Faktoren Alter
(Laktationsnummer) bzw. Trachtigkeitsstatus. Da es kein nicht-parametrisches
Messverfahren fir mehrfaktorielle Fragestellungen gibt, wurde hier unter Berufung
auf ZOFEL (2001) auch bei nicht-normalverteilten Daten die Varianzanalyse zur
Berechnung herangezogen. Diese wurde dann mit einem Signifikanzniveau von
p = 0,001 abgesichert.

In der Laktationswoche 0 wurde zusatzlich der Faktor Laktationsnummer mit dem
U-Test nach Mann-Whitney, korrigiert nach  Bonferroni, als Nicht-
Messwiederholungsfaktor Gberpruift.

Der Faktor Zeit, d. h. die Laktationswochen, wurde bei der Auswertung des caprinen
Lactoferrins und IGFBP-2 separat in den einzelnen Laktationsstadien getestet, weil
ein Test Uber die gesamte Laktation Uber diesen Weg nicht méglich war. Bei nicht
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vorliegender Normalverteilung wurde zusétzlich nochmals Uber das nicht-
parametrische Testverfahren nach Friedmann getestet.

Zur Uberpriifung, ob sich die o .g. Parameter (ber den Laktationsverlauf verandern,
wurden die aufeinander folgenden Laktationsstadien getestet. Bei den Auswertungen
zur Laktation 2001 kam bei den Parametern IGFBP-2, dem Fettgehalt der Milch und
der Zellzahl pro ml Milch der nicht-parametrische H-Test nach Kruskal-Wallis zur
Anwendung. Der Lactoferrin- sowie der Proteingehalt der Milch und die Milchmenge
wurden als normalverteilte Daten dber den Laktationsverlauf mit Hilfe der
einfaktoriellen ANOVA ausgewertet. Die Lactoferrin-Daten der Laktation 2000

wurden nicht-parametrisch nach Kruskal-Wallis ausgewertet.

Ein Vergleich der aufeinander folgenden Laktationsstadien des Jahres 2001 wurde
bei den Auswertungen des Lactoferrins Uber Dunnett-T3 und bei den Parametern
Protein bzw. Milch-kg Uber Bonferroni abgesichert. IGFBP-2 sowie die Parameter
Fett und Zellzahl wurden mit Hilfe des nicht-parametrischen U-Tests nach Mann-

Whitney, korrigiert nach Bonferroni, durchgeflhrt.

Bei den Untersuchungen zur Laktation 2000 (n = 10) begann die Probenahme erst zu
Beginn der Mittlaktation (6. LW). Somit liegen fir das erste Laktationsstadium keine
Daten vor. In den beiden Stadien der Mittlaktation liegt auch nach dem
Logarithmieren der Daten keine Normalverteilung vor. Im letzten Stadium der
Laktation wurde nach einem Logarithmieren der Werte eine Normalverteilung
erreicht. So wurden die weiteren vergleichenden Auswertungen mit nicht-
parametrischen Testverfahren nach Mann-Whitney, korrigiert nach Bonferroni,
durchgefihrt.

Die Verlaufe der Einzelwerte von Protein, Fett, Milch-kg und der Zellzahl wurden
zusatzlich Ober die Regressionsanalyse nach dem quadratischen Modell
y = b + bix + bax® (BUHL & ZOFEL, 2000) geschatzt.

3.1.2.1.2 Untersuchungen zur Trachtigkeit
In diese Untersuchungen flossen die Daten aller Ziegen der Laktation 2001 ein,

ausgenommen der an Mastitis oder anderen Krankheiten erkrankten Tiere. Es

wurden die Parameter Lactoferrin und IGFBP-2 in Zusammenhang mit der Graviditat
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von Ziegen untersucht (Tab. 4). Hierbei wurde unterschieden zwischen Tieren, die
ohne Komplikationen und im normalen Zeitfenster der Laktation tragend wurden
(n = 12). Dieses Zeitfenster beginnt in der 26. und endet in der 32. Laktationswoche,
was jahreszeitlich etwa im August einzuordnen ist. Alle Tiere, die erst nach der 35
LW erfolgreich belegt oder besamt werden konnten, wurden in der Gruppe der spat-
tragenden Ziegen zusammengefasst (n =3). Die dritte Gruppe enthalt die nicht
tragend gewordenen Tiere (n = 2).

Die Parameter wurden nach Logarithmieren der Daten ausgewertet.

Tabelle 4: Ergebnisse des Testes auf Normalverteilung (+/-) der einzelnen
Trachtigkeitsgruppen nach Kolmogorov-Smirnov und Anzahl der
untersuchten Ziegenmilchproben (n)

Milc;gfoben normal tragend | spét tragend | nicht tragend
(n = 757) (n = 244) (n = 45) (n=31)
Lf (ng/ml) - - + +
Lf (log) + + + +
IGFBP-2 (ng/ml) - - + +
IGFBP-2 (log) - + + +

Daten nicht normalverteilt
+ Daten normalverteilt

Um die Daten mit den Auswertungen zu den Milchkihen vergleichen zu kdnnen,
wurden auch hier die Zeitrdume von 10 Wochen vor erfolgreicher Konzeption (Woche
-10 bis -1) und 10 Wochen danach plus der Woche, in der die Konzeption erfolgte
(Woche 0 bis 10) zusammengefasst. Bei den nicht tragend gewordenen Tieren
wurde ein Zeitfenster der Laktation gewahlt, welches jahres- und laktationszeitlich
dem der normal tragend gewordenen Tiere entsprach.

Innerhalb einer Gruppe wurden die Daten vor und nach der erfolgreichen Konzeption
mit Hilfe des t-Tests verglichen. Ein Vergleich der entsprechenden Zeitfenster
zwischen den Gruppen wurde mit einer einfaktoriellen ANOVA und einem posthoc-

Vergleich nach Dunnett-T3 durchgeflhrt.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Untersuchungen der Kuhmilch bezuglich ihrer Inhaltsstoffe sowie
dem Lactoferrin- und dem IGFBP-2-Gehalt

3.2.1.1 Milchinhaltsstoffe bei der Kuh

3.2.1.1.1 Milchinhaltsstoffe im Laktationsverlauf
In den Milchproben aus den einzelnen Laktationsstadien wurden flr die untersuchten

Inhaltsstoffe die in Tabelle 5 aufgefihrten Mittelwerte + Standardfehler ermittelt. Im
Folgenden wird auf die einzelnen Parameter separat eingegangen. Im Anhang sind
die den einzelnen Laktationswochen zugeordneten Werte aufgefihrt (Tabelle 9).

Tabelle 5: Milchinhaltsstoffe (X £+ SEM) und Anzahl der untersuchten Milchproben (n)

in den vier verschiedenen Laktationsstadien der Kuh

Stadium | i T v
Laktations- 0-5 6-15 16-30 | 31-Ende p**
wochen
3,14 3,09 3,28 3,55
Protein (%) 0,03 =001 =001 =001 1 ab: < 0,001
(n=171) (n = 469) (n = 651) (n = 504)
4,17 3,71 3,92 4,28
£0,06 £0,03 £0,03 £0,03 ,
Fett (%) a X a X ab: < 0,001
(n=171) (n = 469) (n = 651) (n = 504)
o 0,41 0,62 0,84 0,87
£0,08 +0,04 £0,03 £0,04 | ab: =0,03
s:rztr:;olﬁ 009 a b c bc: < 0,001
(n=52) | (n=123) | (n=255) | (n=182)
4,75 4,83 4,76 4,74
Lactose (%) £0,02 £0.01 £0,01 £0.01 | 2 0001
(n=171) | (n=469) | (n=651) | (n=504)
58,0 51,7 61,0 75.0
Zellzahl +2.85 £1,54 £1,32 £1,59 _
(in 1000)* a b a ab: < 0,001
(n=171) | (n=469) | (n=651) | (n=504)
210 258 254 244
Harnstoff +3,93 +2,69 2,41 + 2,61 ab: < 0,001
(Ppm) a b
(n=171) | (n=469) | (n=651) | (n=504)

*  nur Proben < 150.000 Zellen/ml

*%

paarweiser Vergleich der jeweils aufeinander folgenden Laktationsstadien
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Alle vom LKV Rheinland ermittelten Daten zu den Milchinhaltsstoffen (Tab. 5), zeigen
eine Abhangigkeit vom Laktationsstadium (p < 0,001).

Wahrend die Werte vom ersten auf das zweite Laktationsstadium bei Lactose,
Harnstoff (p <0,001) und freien Fettsauren (p = 0,03) ansteigen, sinken die
Fettgehalte der Milch (p < 0,001) ab. Im mittleren Bereich der Laktation (vom zweiten
auf das dritte Stadium) steigen die Gehalte aller Milchinhaltsstoffe (p < 0,001) bis auf
Lactose und Harnstoff weiterhin an. Der Lactosegehalt der Milch sinkt in diesem
Zeitraum wieder ab (p < 0,001) und der Harnstoffgehalt stagniert. Vom dritten
Laktationsstadium zum Ende der Laktation zeigen noch Fett, Protein und die Zellzahl
einen Anstieg (p < 0,001) in der Milch.

3.2.1.1.2 Milchinhaltsstoffe im jahreszeitlichen Profil
Durch die Probennahme von Januar bis Ende September ist eine jahreszeitliche

Einordnung der untersuchten Parameter mdoglich. Die den Kalenderwochen
zugeordneten Werte sind im Anhang (Tabelle 10) aufgefihrt.

Bei einer Betrachtung der einzelnen Parameter Uber das Jahr zeigt sich das im
Folgenden dargestellte Verhalten.

Der Harnstoffgehalt in der Milch variiert Uber den Untersuchungszeitraum
(p < 0,001). Zum Frihjahr sinkt der Gehalt von Ende Januar (3. Kalenderwoche)
ausgehend bei 266 + 4,54 ppm bis Ende Marz (13. KW) auf ein Plateau im Bereich
von 200 ppm ab und steigt erst nach dem Ende Aprils (17. KW) bis zum Ende des
Mais (22. KW) auf eine Jahresspitze von 350 + 6,13 ppm an. Ende Juli (30. KW) hat
er dann wieder ein niedriges Niveau von 236 + 4,42 ppm erreicht und sinkt zum
Herbst weiter langsam ab. Ende September (39. KW) ist ein Niveau von 173 * 3,93
zu beobachten.

Auch der EiweiBgehalt der Milch zeigt eine jahreszeitliche Abhangigkeit (p < 0,001).
Er liegt von Jahresanfang bis Anfang April konstant mit nur kleinen Abweichungen
bei 3,4 %, fallt dann jedoch in der 15. Kalenderwoche abrupt auf 3,12 + 0,08 % ab.
Zum Ende April steigt er ein wenig an und erreicht ein Niveau von 3,28 *+ 0,04 %
(17. KW), welches jedoch Mitte Mai wieder auf 3,2 % absinkt. Erst zum Ende des
Septembers ist wieder ein Anstieg der EiweiBkonzentration in der Milch zu
beobachten, so dass in der 39. KW der Gehalt wieder auf dem Jahresanfangsniveau

von 3,4 % liegt.
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Mit der raschen Abnahme des EiweiBBgehaltes in der 15. Kalenderwoche geht auch
ein Abfall der Lactosewerte einher. Aufféllig ist hierbei die groBe Varianz der
Lactose- und EiweiBwerte in der 15. Kalenderwoche im Gegensatz zur Probennahme
davor (13. KW) und danach (17. KW). In dieser Woche ist ein wesentlich héherer
Standardfehler, als im Ubrigen Jahr zu beobachten. Auch der Mittelwert weicht in
beiden Fallen stark nach unten ab. Betrachtet man die Einzelwerte, so stellt man fest,
dass in dieser Woche ungewdhnlich tiefe Lactosewerte bis 3,1 % gemessen werden.
Alle nach unten ausreiBenden EiweiB- und Lactosewerte wurden allerdings in der
Melkgruppe Karussell gemessen. Dort betragt in der 15. KW der Lactosegehalt
durchschnittlich 4,2 % und der EiweiBgehalt 2,9 %. Im Gegensatz dazu sind in der
Melkgruppe Melkautomat im Schnitt 4,8 % Lactose und 3,3 % EiweiB3 in der Milch
enthalten. In der nachfolgenden Probennahme (17. KW) betragt der durchschnittliche
Lactosegehalt in beiden Gruppen wieder ein Niveau von 4,7 — 4,8 %, wie auch vor
der 15. KW.

Auch der Fettgehalt der Milch variiert in der 15. KW zwischen den beiden
Melkgruppen. Beim Melkkarussell betragt er 3,8 % und im Melkautomat 4,1 %. Bei
den anderen Parametern sind zu diesem Zeitpunkt keine besonderen Abweichungen
zu beobachten.

Die Zellzahlen zeigen keinen Bezug zur Jahreszeit.

Der Fettgehalt der Milch zeigt Abhangigkeiten (p < 0,001) von der Kalenderwoche.
Betrachtet man jedoch die einzelnen Werte Uber das Jahr hinweg sind nur
unregelmaBige Schwankungen der Parameter in den einzelnen Wochen zu

beobachten. Diese ergeben aber Gber das Jahr kein Muster.

3.2.1.2 Lactoferrin in Kuhmilch

3.2.1.21 Lactoferrinkonzentration im Laktationsverlauf
Bei der Betrachtung der Lactoferrinkonzentrationen Uber eine Laktation zeigt sich der

in Abb. 23 dargestellte Verlauf. Im Kolostrum sind Werte zu beobachten, die mehrere
Milligramm betragen (3,89 *+ 0,22 mg/ml), aber schon in der ersten Laktationswoche
fallt die Konzentration auf ein Niveau von durchschnittlich 199 + 54,9 ug/ml ab. Nach
einem Plateau bis um die 15. LW, auf dem die Werte zwischen 130 und 170 pg/ml
mit geringen Abweichungen von Tier zu Tier schwanken, steigt der Lactoferringehalt
kontinuierlich bis zum Ende der Laktation auf ca. 300 pg/ml (48. LW) an, wobei die
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tierindividuellen Unterschiede immer gr6Ber werden. Im Anhang sind die
einzelnen Laktationswochen zugeordneten Werte aufgefiihrt (Tabelle 9).
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Abbildung 23: Verlauf der Lactoferrinkonzentration (ug/ml) (X + SEM) in Kuhmilch
uber eine Laktation.
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Uber die vier Laktationsstadien der Kuh zeigt sich ein unterschiedlicher Verlauf der

Lactoferrinkonzentration in der Milch (p < 0,001). Vergleicht man die aufeinander

folgenden Laktationsstadien miteinander (Tab. 6), so zeigt sich, dass vom ersten
zum zweiten Stadium ein Abfall der Werte von zu beobachten ist (p = 0,012). Danach

folgt im weiteren Verlauf der Laktation vom zweiten zum dritten und vom dritten zum

letzten Laktationsabschnitt ein Anstieg der Lactoferrinkonzentration in der Milch

(p < 0,001).

Tabelle 6: Lactoferrinkonzentrationen (X + SEM) und Anzahl der untersuchten
Milchproben (n) in den vier Laktationsstadien der Kuh

Stadium | I ] v
Laktations- "
wochen 0-5 6-15 16-30 31-Ende p
976 163 216 270
+117 +5,82 +6,37 + 8,95 ab: =0,012
Lf (ng/ml) a b o} b bc: < 0,001
(n=217) (n = 460) (n = 641) (n =503)

** paarweiser Vergleich der jeweils aufeinander folgenden Laktationsstadien
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Zwischen dem Gesamtprotein der Milch und Lactoferrin  wurde ein
Korrelationskoeffizient (p < 0,01) von r = 0,291 (n = 1769) ermittelt.

Der Lactoferringehalt der Milch zeigt zwar eine Abhangigkeit (p < 0,001) von der
Kalenderwoche (Tabelle 10 im Anhang), bei der Betrachtung der Werte Uber das
Jahr hinweg sind jedoch nur unregelmaBige Schwankungen in den einzelnen
Wochen zu beobachten. Diese ergeben Uber das Jahr kein Muster.

3.2.1.2.2 Lactoferrinkonzentration in Bezug zur Trachtigkeit
In die Berechnungen zum Lactoferringehalt flossen die Werte von 61 Tieren ein. 49

brauchten bis zur erfolgreichen Konzeption 1 bis 2 Besamungen, 12 bendtigten mehr
als 2. Es lagen jedoch keine wdchentlichen Daten von allen Tieren vor, bedingt durch
die unterschiedlichen Gruppierungen und durch ausgeschlossene Proben, wenn die
Zellzahl Gber 150.000 pro ml Milch lag.

Der Lactoferringehalt in der Milch zeigt Uber alle Tiere, unabh&ngig vom
Besamungszeitpunkt einen Unterschied Uber die drei betrachteten Zeitabschnitte
(p < 0,001).

In Abbildung 24 ist der Verlauf der Lactoferrinkonzentrationen (ug/ml) in den Wochen
vor und nach einer etablierten Trachtigkeit dargestellt. Wahrend bei den Tieren mit
<2 Besamungen bis zur Trachtigkeit ein Einfluss des Zeitabschnittes zu beobachten
ist (p<0,001), kann dieser bei der Tiergruppe mit einer hdéheren Anzahl von
Besamungen nicht nachgewiesen werden. Bei der Gruppe KB <2 steigt der Lf-
Gehalt in der Milch nach der erfolgreichen Besamung in Bezug zu dem Zeitabschnitt
vorher an (p < 0,001). Auch bei der langfristigen Betrachtung der Tiere kommt es in
den Wochen nach der Konzeption, sprich von dem Zeitabschnitt der Wochen 0 — 10
zu 11 —20, nochmals zu einem Anstieg (p < 0,001) der Lactoferrinkonzentration in
der Milch. Der Anfangsgehalt vor der erfolgreichen Besamung liegt hier bei 167 +
6,6 ug Lf/ml und steigt im Anschluss auf 222 * 8,2 ug/ml an. Im weiteren Verlauf wird
eine Konzentration von 259 + 12,3 pg/ml erreicht. Bei der Gruppe mit einer Anzahl
von KB = 3 wird vor der Konzeption 209 +4,4 ug Lf/ml Milch gemessen. In den
beiden folgenden Zeitabschnitten betragt der Gehalt 247 £ 21,1 ug/ml und darauf
folgend 251 + 39,4 pg/ml.
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Abbildung 24: Lactoferrinkonzentrationen (pug/ml) vor und nach erfolgreicher
Besamung (X + SEM). Hellgraue Balken stellen die Kiihe mit 1 bis
2 KB bis zur Trachtigkeit dar, dunkelgraue Balken die mit = 3 KB.

ab = Unterschiede innerhalb der Gruppen zum jeweils folgenden
Zeitabschnitt: p < 0,001

*** = Unterschiede zwischen den entsprechenden Zeitabschnitten
der beiden Gruppen: p < 0,001

n = Anzahl der gemessenen Proben

Tiere, die schnell nach der Kalbung wieder tragend wurden (KB < 2) haben somit im
Gegensatz zu den Tieren mit einer héheren Anzahl von Besamungen (KB = 3) vor
der Konzeption (Wochen -10 bis -1) ein niedrigeres Anfangsniveau in ihrem Lf-Gehalt
in der Milch (p < 0,001). Im Vergleich zwischen den entsprechenden Stadien nach
der etablierten Trachtigkeit ist kein Unterschied mehr zwischen den Gruppen zu

beobachten.

3.2.1.23 Lactoferrinkonzentration in Bezug zur Zellzahl
Bei der Darstellung der Lactoferrinwerte in Bezug zur Zellzahl (Abb. 25) ergibt sich

ein klares Bild. Mit steigender Zellzahlklasse steigt die Lf-Konzentration ebenfalls an
(p < 0,001). Im Einzelnen ist von der Zellzahlklasse 1 zu 2 und von 3 zu 4 ein Anstieg
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(p < 0,001) zu beobachten. Mit weiter steigender Zellzahl ist danach kein weiterer
Einfluss zwischen den einzelnen Stufen mehr zu beobachten.

In den niedrigen Zellzahlklassen 0 bis 3, welche Zellzahlen unter 142.000 Zellen/ml
erfassen, sind Werte bis um die 200 pg Lf/ml Milch zu beobachten (0 = 145 + 9,32 ug
Lf/ml; 1 = 167 £ 6,04; 2 = 213 £ 5,72; 3 = 233 £ 6,11). Danach steigt der Lf-Gehalt
dber 300 pg/ml an, was sich fortsetzt bis tGber 500 pg Lf/ml in der Zellzahlklasse 8,
was Uber 2.263.000 Zellen/ml entspricht (4 = 304 + 9,74 ug Lf/ml; 5 =368 + 18,7; 6 =
384 £ 20,7; 7 = 410 £ 448; 8 = 549 + 113; 9 = 354 £ 58,0). Die Einzelwerte
schwanken bei den Tieren dabei sehr stark, so werden z.B. bei der Zellzahlklasse 8
Lf-Werte zwischen 36 und 3.611 ug/ml gemessen (beides Tiere der 3. bis 4.

Laktationswoche).
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Abbildung 25: Entwicklung der Lactoferrinkonzentration (ug/ml) in Bezug zur
Zellzahl, dargestellt Gber die Zellzahlklassen 1 bis 9 (X £ SEM).

ab = Unterschied zur nachst héheren Klasse: p < 0,001
n = Anzahl der gemessenen Proben

Der Korrelationskoeffizient (p < 0,01) zwischen der Zellzahlklasse und der

Lactoferrinkonzentration (ug/ml) in der Milch betragt r = 0,36 (n = 3635).
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3.2.1.3 IGFBP-2 in Kuhmilch

3.2.1.31 IGFBP-2-Konzentration im Laktationsverlauf
In Abbildung 26 ist der Verlauf des IGFBP-2 in der Milch von Kihen Uber eine

Laktation dargestellt. Im Kolostrum wird die héchste Konzentration (595 + 69,2 ng
IGFBP-2/ml) in der Laktation gemessen. Bis zur 6. Laktationswoche sinken die Werte
langsam auf ein Niveau von etwa 18 ng/ml ab. Bis zur 18. Laktationswoche
schwanken sie dann mit geringen tierindividuellen Unterschieden zwischen 15 und
18 ng IGFBP-2/ml. Im Anschluss an dieses Plateau steigt der IGFBP-2-Gehalt der
Milch langsam an. Am Ende der Laktation (45 - 49. LW) werden Konzentrationen
zwischen 20 und 40 ng/ml erreicht. Hier schwanken die Werte stark von Tier zu Tier.
Im Anhang sind die den einzelnen Laktationswochen zugeordneten Werte aufgefihrt
(Tabelle 9).
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Abbildung 26: Verlauf der IGFBP-2-Konzentration (ng/ml) (X £ SEM) in Kuhmilch
uber eine Laktation.

Die Konzentrationen in den ersten zwei Wochen sind auf der
linken Y-Achse abzulesen, ab der 2. Laktationswoche folgt die
Darstellung Uber die rechte Achse.

Uber die vier Laktationsstadien (Tab. 7) betrachtet, zeigt sich ein Einfluss auf den
IGFBP-2-Gehalt der Milch (p < 0,001).

Bei einem Vergleich der aufeinander folgenden Laktationsabschnitte lasst sich der
Abfall der Werte von dem ersten auf das zweite Laktationsstadium absichern
(p <0,001). Im Verlauf der Mittlaktation (ll. zum Ill. Laktationsstadium) steigen die
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Werte dann wieder an (p = 0,012). Dieses Verhalten setzt sich zum Ende der
Laktation fort. Vom zweiten Abschnitt der Mittlaktation zum letzten Laktationsstadium
ist ebenfalls ein Anstieg der IGFBP-2-Konzentrationen der Milch zu beobachten
(p = 0,006).

Tabelle 7: IGFBP-2-Konzentrationen (X + SEM) und Anzahl der untersuchten
Milchproben (n) in den vier Laktationsstadien der Kuh

Stadium I ! ]l IV
Laktations- "
wochen 0-5 6-15 16-30 31-Ende p
131 17,1 20,4 23.6 '
IGFBP-2 +26,9 + 0,66 +0,70 +0.94 gck:) < %%?12
(n = 87) (n = 181) (n = 274) (n — 97) . ’

*%

paarweiser Vergleich der jeweils aufeinander folgenden Laktationsstadien

Zwischen dem Gesamtprotein der Milch und IGFBP-2 betragt der
Korrelationskoeffizient (p < 0,01) r = 0,195 (n = 622).

Der IGFBP-2-Gehalt der Milch zeigt eine Abhéangigkeit (p < 0,001) von der
Kalenderwoche (Tabelle 10 im Anhang). Uber das Jahr sind jedoch nur

unregelméaBige Schwankungen zu beobachten, die kein Muster ergeben.

3.2.1.3.2 Einfluss des Ernahrungsstatus auf den IGFBP-2-Gehalt der Kuhmilch
Um den Erndhrungsstatus bei der Darstellung der IGFBP-2-Gehalte in der Milch mit

in die Ausfihrungen Uber die Laktation zu beriicksichtigen, werden die Tiere unter
Berlcksichtigung des Laktationsstadiums in die praxisibliche 9-Felder-Tafel
eingeordnet (Abb. 42 im Anhang).

Da Kuhe, wie in dem vorangegangenen Kapitel aufgefihrt, in den verschiedenen
Laktationsstadien Unterschiede im IGFBP-2-Gehalt der Milch aufweisen, werden die
verschiedenen Laktationsabschnitte separat dargestellt. Zudem befinden sich
laktierende Tiere wahrend der verschiedenen Stadien in der Regel in
unterschiedlichen leistungsbezogenen Fltterungsphasen.
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In Abbildung 27 ist zu sehen, dass sich die meisten Tiere in den ersten drei
Laktationssphasen (1. - 30. LW) in einem Energiemangelzustand befinden. In der
Phase der héchsten Milchleistung (Laktationsabschnitt 11) |asst sich bei vielen Tieren
zudem nach der Auswertung der Milchinhaltsstoffe  zusatzlich  zur
Energiemangelversorgung noch ein Uberschuss an Protein in der Ration vermuten.

In der zweiten Hélfte der Laktation ist der Fltterungsstatus der Kiihe bei einem
groBen Teil im Optimum. Im letzten Laktationsstadium weisen einige Tiere einen

Energie- oder Proteiniberschuss durch die Fitterung auf.

Vergleicht man die Werte zwischen den Tieren, die optimal versorgt sind und denen,
bei denen Defizite in der Futterung vorliegen (Abb. 27), so sind nur in einem Fall
signifikante Abweichungen im IGFBP-2-Gehalt der Milch nachweisbar. Lediglich im
dritten Laktationsstadium ist zwischen den optimal versorgten Tieren und denen im
Energiedefizit und gleichzeitigem Proteinliberschuss eine Abweichung, die sich bei
p < 0,035 absichern lasst, nachweisbar. Ansonsten ist hier der IGFBP-2-Gehalt der
Milch unbeeinflusst vom Fltterungsstatus der Kiihe, unabhangig davon in welchem

Laktationsstadium sie sich befinden.

Insgesamt zeigen sich auch hier, unabhangig von Fltterungsstatus, die Variationen
des IGFBP-2-Gehaltes zwischen den Laktationsstadien. In der Mitte der Laktation
(1), weist ein einzelnes Tier einmalig einen sehr stark erhéhten IGFBP-2-Gehalt in
der Milch auf, der mit einem Energie- und Proteintberschuss in der Fltterung

einhergehen kdnnte.
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Abbildung 27: Darstellung der IGFBP-2-Gehalte (ng/ml) (X + SEM) in der Milch von Kihen
in den einzelnen Laktationsstadien, eingeteilt in verschiedene
Fltterungssituationen nach der 9-Felder-Tafel (s. Abb. 22, S.50).

ab = Unterschiede des jeweiligen Fltterungsstatus vom Optimum innerhalb
der Gruppe: p < 0,05.

n = Anzahl der untersuchten Milchproben
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3.2.1.33 IGFBP-2-Konzentration in Bezug zur Trachtigkeit
Bei den Auswertungen zum IGFBP-2-Gehalt in der Milch wurden 30 Tiere

berlcksichtigt, wovon 21 bis zu 2 und 9 mehr als 2 Besamungen bis zur Konzeption
bendtigten. Es lagen keine wdchentlichen Daten von allen Tieren vor, bedingt durch
die unterschiedlichen Gruppierungen und durch ausgeschlossene Proben, wenn die
Zellzahl Gber 150.000 pro ml Milch lag.

Bei der Betrachtung des IGFBP-2-Gehaltes in der Milch aller Kihe zeigt sich
bezlglich des Trachtigkeitsstatus eine Abhangigkeit vom Zeitabschnitt (p = 0,005).
Stellt man die beiden Besamungsgruppen einzeln dar (Abb. 28), so zeigt sich bei den
fr0h wieder tragend gewordenen Kihen und den spat tragend gewordenen ein
anderes Bild. Zwar ist auch hier bei der Tiergruppe mit einer Anzahl von 1 bis 2
Besamungen bis zur Trachtigkeit eine Abhangigkeit vom Zeitabschnitt zu beobachten
(p = 0,034), dies trifft aber bei den Tieren, die erst nach mehreren Besamungen
erfolgreich belegt wurden, nicht zu.

1 bis 2 KB >3 KB

a ~ F T

2 T
— 20
2 o |
Ee)
£ 18
o
o
T 16
O]
14
\/ | | | | | |
0 I I | T
-10 bis -1 0 bis 10 11 bis 20 -10 bis -1 0 bis 10 11 bis 20
(n=160) (n=162) (n=91) (n=79) (n=73) (n=13)

Wochen vor/nach erfolgreicher KB

Abbildung 28: IGFBP-2-Konzentrationen (ng/ml) vor und nach erfolgreicher
Besamung (X + SEM). Hellgraue Balken stellen die Kiihe mit 1 bis
2 KB bis zur Trachtigkeit dar, dunkelgraue Balken die mit = 3 KB.

ab = Unterschiede der jeweils aufeinander folgenden
Zeitabschnitte innerhalb der Gruppen: p < 0,05

* = Unterschiede zwischen den entsprechenden Zeitabschnitten
der beiden Gruppen: p < 0,05

n = Anzahl der gemessenen Proben



Untersuchungen in Milch - Ergebnisse 71

Nach der Besamung sinkt die IGFBP-2-Konzentration bei der Tiergruppe mit KB < 2
von 21,4 + 0,95 ng/ml auf 17,4 £ 0,73 ng/ml ab (p = 0,032). Im weiteren Verlauf ist
keine weitere Veranderung mehr abzusichern. Hier werden noch 19,1 £ 1,19 ng
IGFBP-2/ml Milch gemessen.

Die Gruppe mit mehr Besamungen (= 3) hat vor der Konzeption eine Konzentration
von 20,2+1,03 ng IGFBP-2/ml Milch. In den ersten 10 Wochen nach der
erfolgreichen Besamung werden 19,7 £ 0,93 ng/ml gemessen und im Anschluss 15,7
+ 1,29 ng IGFBP-2/ml.

Vor der erfolgreichen Besamung zeigt sich zwischen den beiden Gruppen kein
Unterschied im IGFBP-2-Gehalt. In den ersten 10 Wochen nach der Konzeption
weisen die Tiere mit = 3 Besamungen einen héheren Gehalt auf (p = 0,048). Danach
lasst sich kein Unterschied zwischen den beiden Besamungsgruppen mehr
beobachten.

3.2.1.3.4 IGFBP-2-Konzentration in Bezug zur Zellzahl
Die IGFBP-2-Gehalte (Abb. 29) in Milch sind mit steigender Zellzahlklasse erhdht.

Dies ist im Vergleich aller Zellzahlklassen mit p < 0,001 abgesichert.

Bis zur Zellzahlklasse 4 steigen die IGFBP-2-Werte nur geringfligig von
18,5 =+ 1,48 ng/ml in der Zellzahlzahlklasse 0 (bis 17.000 Zellen/ml) auf 22,9 + 0,93
ng/ml bei der Klasse 4 (142.000 bis 283.000 Zellen/ml) an (1 = 19,8 + 0,87 ng/ml;
2=20,5+0,62;3 =21,5%0,68). Danach ist ein Anstieg (p < 0,001) auf 27,1 £ 0,97
ng IGFBP-2/ml Milch in der Klasse 5 (283.000 bis 565.000 Zellen/ml) zu beobachten.
Weiter ansteigende Zellzahlen in der Milch gehen zwar ebenfalls mit ansteigenden
IFGBP-2-Konzentratioenen einher, diese lassen sich jedoch nicht mehr von einer auf
die nachst hdhere Zellzahlklasse signifikant absichern (6 = 27,7 + 1,22 ng IGFBP-
2/ml; 7 =29,7 £+1,83; 8 = 34,2 £4,40; 9 = 50,3 £ 12,3).
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Abbildung 29: Entwicklung der IGFBP-2-Konzentration (ng/ml) in Bezug zur
Zellzahl, dargestellt tiber die Zellzahlklassen 1 bis 9 (X £ SEM).

ab = Unterschied zur nachst héheren Klasse: p < 0,001
n = Anzahl der gemessenen Proben

Der Korrelationskoeffizient (p < 0,01) zwischen der Zellzahlklasse und dem IGFBP-2-
Gehalt (ng/ml) in der Milch betragt r = 0,27 (n = 1360).

3.2.1.4 Verhalten von Lactoferrin, IGFBP-2 und Inhaltsstoffen der Kuhmilch
wahrend einer Mastitis

Als Mastitis wird die Entzindung der Milchdriise in der Gesamtheit ihrer
milchbildenden, speichernden und ableitenden Abschnitte bezeichnet. Diese
Entziindung kann sich in einem akuten oder in einem chronischen Stadium befinden.
Ihre Symptome kdnnen einer klinisch manifesten Mastitis (durch Sinnespriifung
feststellbar) oder einer subklinischen Mastitis (nur durch labordiagnostische
Untersuchungen der Milch bzw. durch mastitisbedingte Leistungsminderung
einzelner Euterviertel zu ermitteln) entsprechen. Die Gesamtzahl klinisch
euterkranker Kihe betrdgt auch in Herden mit wenigen Eutergesundheitsstérungen
stéandig 1 bis 2 %. Aber auch wenn der klinische Eutergesundheitszustand gut ist,
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muss mit 10 bis 15 % Eutervierteln gerechnet werden, welche subklinische
Mastitiden aufweisen (WENDT et al., 1994).

Zieht man die Zellzahl als Parameter zur Einstufung der Eutergesundheit heran, so
weisen WENDT et al. (1994) darauf hin, dass nach heutigen Erkenntnissen bereits
Zellgehalte von Uber 150.000/ml Milch von Gesundheitsstérungen zeugen.
Betrachtet die Zellzahlen aller hier untersuchten Einzeltiere so zeigt sich an Hand der
reprasentativ fir die Laktation heraus gegriffenen 10. Laktationswoche, dass sich
71 % der Tiere zu diesem Zeitpunkt in den Zellzahlklassen 1 bis 3 (bis
141.000 Zellen/ml Milch) befinden, 20 % in den Klassen 4 bis 5 (142.000 bis
565.000 Zellen/ml Milch) und 9% daruber liegen. Dieses Bild spiegelt sich etwa
wahrend der restlichen Laktation der Kiilhe wider, wobei am Ende der Anteil der Tiere
mit erhéhten Zellzahlen in der Milch ansteigt.

In den folgenden Abbildungen 30 bis 32 sind die ermittelten Parameter exemplarisch
an zwei an Mastitis erkrankten Kihen dargestellt. Auf Grund der Tierzahl und wegen
des unterschiedlichen Krankheitsverlaufs ist eine statistische Auswertung nicht
moglich. Die Entzindung der Milchdriise der beiden hier vorgestellten Kihe wurde
auf Grund von Zellzahl und klinischer Symptome wie Schwellung, Erwarmung,
Schmerzhaftigkeit sowie Verdnderung in der Milch diagnostiziert. Eine
bakteriologische Untersuchung zu Erregeridentifikation hat nicht statt gefunden.

Von der Kuh mit der Stallnummer 779 ist der Zeitraum von der 2. bis zur 40.
Laktationswoche dargestellt (Abb. 30 bis 32). Sie dient als Beispiel fiir eine Kuh, die
fast Uber eine ganze Laktation Probleme mit der Gesundheit der Milchdriise aufweist.
Schon wenige Wochen nach dem Kalben stieg bei ihr der Zellgehalt schnell und
stark auf ein Niveau von Uber 3 Millionen Zellen pro ml Milch an (in Abb. 30 bis 32
dunkelgrau unterlegter Zeitabschnitt). Nach 10 Wochen fiel die Zellzahl wieder auf
unter 100.000 Zellen/ml und das Tier konnte nach der Definition der DVG (1994) als
gesund angesehen werden. Weitere 4 Wochen spater stieg der Gehalt an
somatischen Zellen in der Milch auf Werte zwischen 145.000 und 225.000 Zellen/ml|
an. Von der 25. auf die 26. Laktationswoche war dann ein rapider Anstieg auf eine
Zellzahl von ca. 2 Millionen zu beobachten, der sich innerhalb einer Woche noch auf
3,8 Millionen steigerte. Erst zur 40. Laktationswoche sanken die Werte wieder auf ein
Niveau von 300.000 Zellen/ml ab. Eine weitere Beobachtung dieser Kuh war

versuchstechnisch nicht méglich.
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Die andere hier dargestellte Kuh mit der Nummer 813 hat in ihrer ganzen Laktation
Zellzahlen unter 60.000 Zellen/ml, was fir eine gute Gesundheit der Milchdrlise
spricht (DVG, 1994). Lediglich in der 33. Laktationswoche stiegen die Werte in Folge
einer akuten Mastitis auf 860.000 Zellen/ml Milch (in Abb. 30 bis 32 hellgrau
unterlegter Zeitabschnitt). Danach pendelten sie sich jedoch wieder auf dem
vorherigen niedrigen Niveau ein.

Bei beiden Tieren ist schon vor einem Anstieg der Zellzahl, eine Erhdhung des
Lactoferringehaltes in der Milch zu beobachten (Abb. 30). Bei Kuh 779 ist in der
Woche vor der ersten Zellzahlspitze, wo noch 100.000 Zellen/ml gemessen wurden,
ein Anstieg auf ca. 380 ug Lf/ml zu sehen. Héchstwerte des Lactoferrins Uber ein
Milligramm (1.250 pg/ml) werden dann zeitgleich mit dem Erreichen der ersten
Zellzahlspitze gemessen. Danach sinken die Lactoferrinkonzentrationen langsamer
als die Zellzahl in der Milch ab. In der 26. LW, welches der Woche vor der zweiten
Erhéhung der Zellzahl entspricht, wird ein Lactoferringehalt von 800 pg/ml
gemessen. Auch hier sinken die Konzentrationen nur langsam wieder ab.

Im Gegensatz dazu hat die Kuh Nr. 813 Uber den ganzen dargestellten Zeitraum
erhdhte Lactoferrinkonzentrationen in der Milch. Schon drei Woche vor der akuten
Mastitis steigen die Werte auf Gber 400 ug/ml und erreichen ihre Spitze in der Woche
nach der erhdhten Zellzahl mit 878 ug Lf/ml. Danach pendeln die Konzentrationen
von Woche zu Woche zwischen einem Wert um 300 pg/ml und 700 - 850 pg/ml.

Der Laktationsverlauf der Lactoferrinkonzentration in Milch gesunder Kihe ist in
Kapitel 3.2.1.2.1 dargestellt.

Die IGFBP-2-Konzentrationen in der Milch steigen wahrend der akuten Mastitis bei
beiden Tieren an, aber zeigen auch danach eine steigende Tendenz (Abb. 30). Vor
der Erhéhung der Zellzahl liegen hier die Gehalte in der Milch zwischen 20 und
30 ng/ml und erreichen wahrend der akuten Entziindung eine Konzentration von 40
ng/ml. Obwohl nach der akuten Erkrankung die Zellzahlen wieder auf unter 100.000
Zellen/ml sinken, erreichen die Konzentration an IGFBP-2 in der Milch bei beiden
Tieren immer wieder erhdhte Werte um die 40 ng/ml.

Das Verhalten von IGFBP-2 in der Milch gesunder Kihe Uber eine Laktation ist in
Kapitel 3.2.1.3.1 aufgefihrt.

Der Lactosegehalt sinkt vor bzw. wahrend der akuten Mastitis von ca. 4,45 % auf bis
zu 3,5 % bei Kuh 779 und von 4,93 auf 4,7 % bei Kuh 813 ab (Abb. 31).
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Die Konzentration des Milchfettes (Abb. 31) schwankt bei Kuh 779 sehr stark. In der
Woche extrem hoher Zellzahl steigt das Milchfett ebenfalls an (4,47 %, 11. LW und
4,83 %, 28. LW) und sinkt in den Wochen zwischen den Mastitiden teilweise auf ein
sehr niedriges Niveau von um die 2,5 % ab. Nach der zweiten starken
Zellzahlerhdhung ist kein so starkes Absinken mehr zu beobachten. In der 40. LW
betragt der Milchfettgehalt 4,51 %. Obwohl bei Kuh 813 die Fettgehalte nicht so stark
variieren, wiederholt sich das Bild hier in etwa. In der Woche der akuten Mastitis liegt
hier der Fettgehalt bei 5,5 % im Gegensatz zu den Wochen davor und danach (4,75 -
4,9 %) mit Ausnahme der 40. Laktationswoche, wo der Fettgehalt bei 5,45 % liegt.
Von einem Niveau von 3,47 % startend, sinkt der Milchproteingehalt (Abb. 31) bei
Kuh 779 vor dem ersten dargestellten Mastitisfenster in der 5. LW stark auf 2,4 % ab.
Ab diesem Zeitpunkt steigt der Proteingehalt bis auf ein Niveau von 4,15 % in der
40. LW an. Kuh 813 zeigt in den Wochen vor und nach der akuten Mastitis einen
relativ konstanten Proteingehalt von 3,85 - 3,96 % in der Milch. In der Woche mit der
hdchsten Zellzahl steigt das Protein auf 4,07 % an.

Der Harnstoff (Abb. 32) weist in der ersten Periode erhdhter Zellzahlen bei Kuh Nr.
779 einen hohen Gehalt um Werte Uber 350 ppm in der Milch auf. Nach der zweiten
Phase erhdhter Zellzahlen sinkt er allerdings auf bis 90 ppm ab, und steigt im
Anschluss daran wieder leicht bis 280 ppm (40. LW) an. Bei Kuh 813 schwanken die
Werte zwischen 170 und 300 ppm. In der Woche der Mastitis wird ein Wert von

286 ppm ermittelt mit einem Einbruch auf 170 ppm vor und auch nach dieser Spitze.
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Abbildung 30: Verhalten von Zellzahl, Lactoferrin und IGFBP-2 im Verlauf einer
Mastitis (grau hinterlegter Bereich), dargestellt an Hand von zwei

Kihen:

779: durchgezogene Linie; akute Mastitis dunkelgrau hinterlegt

813: gestrichelte Linie; akute Mastitis hellgrau hinterlegt
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Abbildung 31: Verhalten von Lactose, Fett und Protein im Verlauf einer Mastitis (grau
hinterlegter Bereich), dargestellt an Hand von zwei Kiihen:

779: durchgezogene Linie; akute Mastitis dunkelgrau hinterlegt

813: gestrichelte Linie; akute Mastitis hellgrau hinterlegt
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Abbildung 32: Verhalten von Harnstoff im Verlauf einer Mastitis (grau hinterlegter
Bereich), dargestellt an Hand von zwei Kiihen:

779: durchgezogene Linie; akute Mastitis dunkelgrau hinterlegt

813: gestrichelte Linie; akute Mastitis hellgrau hinterlegt

3.2.1.5 Verteilung der Zellzahlen auf die verschiedenen Melkgruppen der
Milchkiihe

Da in diesen Versuch die Daten von Tiere aus verschiedenen Melkgruppen
einflossen, wird hier die Verteilung der Zellzahlen auf die verschiedenen Gruppen
dargestellt (Abb. 33).

Es zeigt sich eine Abhangigkeit (p < 0,001) der Zellzahlklasse von der Melkgruppe.
Bis auf die Tiere der Gruppen | und Il, die im Melkkarussell gemolken wurden,
weisen alle einen Unterschied (p < 0,001) beim paarweisen Vergleich zwischen den
Melkgruppen auf. Auch innerhalb der Versuchsgruppe |, die sich aus den Tieren des
Automatischen Melksystems und des Melkkarussells zusammensetzt und dessen
Tiere wéchentlich beprobt wurden, besteht ein Unterschied (p < 0,001) zwischen den
Tieren der verschiedenen Melksysteme.
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Abbildung 33: Zellzahlklassen in den verschiedenen Melk- bzw.

Versuchsgruppen (X + SEM) lber den Versuchszeitraum (Januar
bis September 2001).

ab = Unterschiede zwischen den Melkgruppen: p < 0,001
n = Anzahl der Proben

Insgesamt weisen die Tiere, die im AMS gemolken werden, die niedrigste
durchschnittlichste Zellzahlklasse mit 2,67 £ 0,04 auf. Die im Melkkarussell
gemolkenen Tiere aus der Gruppe | haben eine Zellzahlklasse von 3,16 + 0,05 und
die aus der Versuchsgruppe Il von 3,08 + 0,07. Bei den Tieren der Gruppe lll, deren
Daten nur aus der Milchleistungsprifung stammen und die keine homogene Gruppe
von Versuchskihen darstellt, ist ein wesentlich héherer Gehalt an Zellen in der Milch,
Zellzahlklasse 3,74 = 0,09, nachgewiesen.

Die Altersstruktur der Tiere variiert zwischen den Melkgruppen. So werden in der
Gruppe | jeweils Tiere mit vergleichbarer Laktationsnummer von 2,31 £ 0,04 (AMS)
und 2,54 + 0,04 (Melkkarussell) gemolken. In Versuchsgruppe Il sind die Tiere im
Durchschnitt in der 2,90 + 0,08 Laktation und in der Gruppe Il steigt die Anzahl der
Laktationen noch mal auf 2,94 + 0,11.
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3.2.2 Untersuchungen der Ziegenmilch bezuglich ihrer Inhaltsstoffe,
dem Lactoferrin- und dem IGFBP-2-Gehalt

3.2.2.1 Milchinhaltsstoffe und Milchleistung der Ziegen im Verlauf der

Laktation
In den verschiedenen Laktationsstadien der Ziegen im Jahr 2001 (n = 18) wurden die

in Tabelle 8 aufgeflhrten Mittelwerte der untersuchten Milchinhaltsstoffe und der

taglichen Milchleistung ermittelt.

Tabelle 8: Milchinhaltsstoffe und Milchleistung (X + SEM) in den vier
Laktationsstadien der Ziege

Laktations- | I I IV

stadium

LW 0-5 6-16 17-27 | 28 —Ende D"
413 373 3.61 408

Protein (%) | +0,15 +0.09 +0.09 +010 |ab: = 0,002

a b

3.39 315 3.08 3.62 _

Fett (%) +0.,06 +0,04 +0,03 +0.,07 ﬁg; - 8’88112

a b b o} | ’

438 418 595 1894

Zellzahl +69.3 +73.6 +85.6 +299  |ab: < 0,001

(in 1000) a b

Milch 403 406 479 3.06

(ko Tag) +0.27 +0.29 + 0523 + 0620 ab: < 0,001

* paarweiser Vergleich der jeweils aufeinander folgenden Laktationsstadien

Milchmenge, Protein, Fett und Zellzahl sind abhangig vom Stadium der Laktation
(p £0,001) (Tab. 8).

Wahrend zu Beginn der Laktation noch keine Anderung in der Milchleistung zu
beobachten ist, fallt die tagliche Milchmenge zwischen dem dritten und vierten
Stadium dann ab (p < 0,001).

Der Fett-Gehalt der Milch fallt vom ersten auf das zweite Laktationsstadium ab
(p = 0,012). Daraufhin ist erst zum Ende der Laktation, d. h. vom dritten auf das
vierte Laktationsstadium, ein erneuter Anstieg des Fettes in der Milch (p < 0,001) zu
beobachten. Auch der Protein-Gehalt (p = 0,002) sowie die Zellzahl (p < 0,001)
steigen vom dritten auf den letzten Laktationsabschnitt an.
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Der Verlauf von Milchmenge, Protein- und Fettgehalt sowie Zellzahl der Milch
wahrend der Laktation 2001 sind in der Abbildung 34 dargestellt. Dabei sind die
Einzelwerte durch Kreuze gekennzeichnet. DarlUber hinaus wird die daraus
geschatzte Regressionskurve, die nach dem quadratischen Modell y = bg + bix + bax?
(BUHL & ZOFEL, 2000) berechnet wird, dargestellt. Die jeweiligen Formeln sind in
der Abbildung aufgefuhrt.
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Abbildung 34: Verlauf von Protein, Fett und Zellzahl in Ziegenmilch sowie der
taglichen Milchleistung in der Laktation 2001, dargestellt mit den
Gleichungen der entsprechenden Regressionskurven

Die tagliche Milchleistung steigt ausgehend von durchschnittlich 3,34 kg bis um die
20. Laktationswoche auf ein geschatztes Niveau von 4,7 kg an und sinkt von da an
bis zum Ende der Laktation auf 2 kg/Tag (45. LW) ab. Die Regressionskurven der

vom LKV Rheinland ermittelten Inhaltsstoffe zeigen dazu einen eher inversen Bezug.
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Der Proteingehalt in der Milch sinkt von 4,3 % (1. LW) auf ein geschéatztes Niveau
von 3,6 % in der 20. LW und steigt zur 45. LW bis auf 4,8 % an. Bei der Schéatzung
des Fettgehaltes der Milch ergibt sich aus der Regressionskurve ein Ausgangswert
von 3,5 % in der ersten Laktationswoche, der in der 20. LW auf 3,1 % absinkt und am
Ende der Laktation jedoch auf 4,1 % Fett in der Milch ansteigt. Bei der Beobachtung
der Zellzahlen in der Ziegenmilch der Tiere, die nicht an klinischen Symptomen einer
Mastitis leiden, ergibt sich eine Kurve, die ebenfalls invers zur Milchmenge verlauft
und vor allem am Ende der Laktation stark ansteigt. Ausgehend von 708.000
Zellen/ml sinkt der Gehalt in der 13. LW auf rund 187.000 ab, steigt im Laufe der
Laktation bis zur 25. LW auf rund 622.000 Zellen/ml an und erreicht in der 45. LW
dber 3,4 Millionen Zellen pro ml Milch.

Ein jahreszeitlicher Vergleich der Parameter entspricht den Ausfihrungen zur
Laktation, da die Ziegen saisonal zum Jahreswechsel ablammen und somit alle
weitgehend synchron laktieren.

3.2.2.2 Lactoferrin in Ziegenmilch

3.2.2.2.1 Lactoferrinkonzentration im Laktationsverlauf
Bei der Betrachtung der Lactoferrinkonzentrationen in der Mich der 18 untersuchten

Ziegen im Jahr 2001 zeigt sich im ersten (I = LW 0 - 5) und letzten (IV = LW 28 - 39)
Laktationsstadium ein Einfluss (p <0,001) der Laktationswoche auf die
Konzentration. Am Anfang der Mittlaktation (Il = LW 6 - 16) ist ebenfalls noch ein
Einfluss nachweisbar (p < 0,05). Im anschlieBenden dritten Laktationsstadium (LW
17 - 27) ist jedoch kein Zusammenhang zwischen der Lactoferrinkonzentration und
der Laktationswoche mehr zu beobachten.

Eine Berechnung Uber die Laktationswoche 39 hinaus war nicht mdglich, da nach
diesem Zeitpunkt die Tiere nach und nach trocken gestellt wurden.

Die Lactoferrinkonzentration (Abb. 35) féallt in der Nachlammphase () von
392 £ 76,6 ug/ml im Kolostrum auf etwa 10 pg/ml in der 3. LW stark ab und halt
dieses Niveau bis um die 10. LW. Danach steigt sie im mittleren Abschnitt der
Laktation bis zur 14. LW auf 26,2 + 10,4 ug/ml an, pendelt sich aber schon ab der 15.
bis zur 20. LW auf einem Niveau von etwa 13 pg/ml ein. Danach ist ein langsamer
Anstieg bis auf 23,9 +4,69 in der 32. LW zu beobachten. Ab hier steigt die
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Konzentration in der Milch dann kontinuierlich und stark bis zum Ende der Laktation
an (39. LW: 61,3 £ 11,8 pg/ml; 48. LW: 152 + 68,8 pg/ml). Im Anhang sind die den
einzelnen Laktationswochen zugeordneten Werte aufgefihrt (Tabelle 11).
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Abbildung 35: Verlauf der Lactoferrinkonzentration (X £ SEM) in Ziegenmilch
wahrend der Laktation. Daten aus der Erhebung zur Laktation
2001, n = 18 Ziegen.

Die Konzentrationen in den ersten zwei Wochen sind auf der linken
Y-Achse abzulesen, ab der 2. Laktationswoche folgt die Darstellung
Uber die rechte Achse.

Das Lactoferrin zeigt Uber alle Laktationsstadien betrachtet eine Abhangigkeit vom
Laktationsstadium (p < 0,001).

Zwischen dem ersten (0 — 5. LW) und zweiten Abschnitt der Laktation (6. — 16. LW)
fallt die Konzentration in der Milch von 85,2 + 19,3 auf 16,6 + 1,78 pug Lf/ml ab, was
sich mit p = 0,008 absichern lasst. Innerhalb des mittleren Laktationsabschnittes
veranderte sich der Lactoferringehalt in der Milch nicht. Zum Ende der Laktation,
zwischen dem lIl. (17. — 27. LW) und dem IV. (28. LW — Ende) Stadium, ist ein
erneuter Anstieg von 17,4 £ 1,40 auf 56,3 + 3,64 pg Lf/ml (p < 0,001) zu beobachten.

Das Alter der Tiere wird Uber die Laktationsnummer beschrieben. Es wurden im
Rahmen dieses Versuches zwei Gruppen von Tieren verglichen. Die erste setzt sich
aus 10 Tieren zusammen, die in der 2 Laktation gemolken wurden und die zweite
Gruppe aus 8 Tieren, die in der 3. (n = 6), 4. (n = 1) bzw. 5. (n = 1) Laktation waren.
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Bei der Analyse der Messwiederholungen nach Greenhouse-Geisser zeigt sich dabei
kein Einfluss des Alters auf den Lactoferringehalt.

In der Laktation des Jahres 2000 (n = 10) liegen flr das erste Laktationsstadium
keine Daten vor, weil die Probennahme erst zu Beginn der Mittlaktation begonnen
hat (6. LW). Uber die drei untersuchten Stadien bestatigt sich der Einfluss des
Laktationszeitraumes (p < 0,001). Zwischen den beiden Stadien der mittleren
Laktation ist noch kein signifikanter Unterschied zu beobachten, aber zum Ende der
Laktation im letzten Laktationsstadium steigt die Konzentration des Lactoferrins auch
hier stark an, was sich auf einem Niveau von p < 0,001 absichern lasst.

Aufféllig bei der Betrachtung der Einzelwerte der Ziegen (Tabelle 12 im Anhang) ist,
dass die Tiere unterschiedliche Lactoferrin-Niveaus zeigen. Dies zeigt sich vor allem
im zweiten Laktationsabschnitt, wo der Gehalt nach der Nachlammphase auf ein
relativ konstantes Niveau abgesunken ist. Wahrend eine Gruppe von Ziegen in den
Laktationen 2000 und 2001 in diesem Abschnitt nur wenige pg Lf pro ml Milch
aufweist, zeigen die Tiere einer anderen Gruppe zwischen 15 und 20 pg Lf/ml Milch.
Mehrere Tiere der Laktation 2000 wiesen sogar zwischen 50 und 70 pg Lf pro ml
Milch sowie ein Tier der Laktation 2001 Gber 40 pg Lf pro ml Milch auf. Diese
Unterschiede lassen sich nicht unmittelbar mit unterschiedlichen Laktationsnummern
in Verbindung bringen. Allerdings weisen eher Tiere mit fortgeschrittener
Laktationsnummer héhere Lf-Gehalte in der Milch auf.

3.2.2.2.2 Lactoferrinkonzentration in Bezug zur Trachtigkeit
Lactoferrin wurde in der Ziegenmilch ebenfalls hinsichtlich eines Zusammenhangs

mit der Trachtigkeit ausgewertet. Dabei wird zwischen Tieren unterschieden, die
normal (26. - 32. LW) tragend bzw. trotz mehrmaligen Belegungen nicht tragend
wurden und Tieren, die erst spéater in der Laktation erfolgreich belegt wurden.

Bei den normal tragend gewordenen Tieren steigt der Lactoferringehalt in der
Ziegenmilch (Abb. 36) von dem Zeitfenster vor zu nach der Konzeption an
(p<0,001). In den Wochen vor der Konzeption wird eine mittlere

Lactoferrinkonzentration von 18,9 + 1,62 ug/ml Ziegenmilch gemessen. In den
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Wochen nach der Konzeption steigt der Gehalt an Lactoferrin auf das Doppelte in
Ho6he von 38,4 + 3,02 pug/ml an.

Das gleiche Bild zeigt sich auch bei den nicht tragend gewordenen Tieren. Hier
weisen die entsprechenden Fenster der Laktation ebenfalls einen (p < 0,001) Anstieg
des Lactoferrins von 14,4 + 1,84 auf 32,0 £ 6,01 pg/ml auf.

Im Gegensatz dazu ist bei den spat tragend gewordenen Tieren kein Unterschied
zwischen den beiden Zeitabschnitten zu beobachten. Vor der Konzeption betragt der
mittlere Lactoferringehalt 55,9 + 9,63 pg/ml und nach der Konzeption werden

58,0 + 7,87 pug/ml Ziegenmilch gemessen.
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Abbildung 36: Lactoferrinkonzentrationen (ug/ml) (X £ SEM) in Ziegenmilch in
den Wochen vor (-10 bis -1) und nach (0 bis 10) der Konzeption
bzw. bei nicht tragend gewordenen Tieren den entsprechenden
Laktationsfenstern wie normal tragende Tiere (17. - 27. LW und
28. - 37. LW).

Hellgraue Balken stellen die Ziegen dar, die normal tragend (27. -
32. LW) wurden; dunkelgraue Balken die, die spat in der
Laktation (> 35. LW) tragend wurden und schwarze Balken die
Ziegen, die nicht tragend wurden.

ab = Unterschiede innerhalb der Gruppen: p < 0,001

* = Unterschiede zwischen den entsprechenden Zeitabschnitten
der Gruppen: **: p < 0,01 ***: p < 0,001

n = Anzahl der gemessenen Proben
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Bei einem Vergleich der drei Gruppen zeigt sich, dass in dem Zeitraum vor der
Konzeption bzw. dem entsprechenden Laktationsfenster nicht tragend gewordener
Tiere ein Unterschied (p < 0,001) im Lactoferringehalt der Milch zwischen den
Gruppen besteht. Nach der Konzeption normal und spat tragend gewordener Ziegen
bzw. dem Laktationsabschnitt 28. - 37. LW nicht tragend gewordener Tiere ist kein

Unterschied zwischen den Gruppen mehr zu beobachten.

Zwischen den vergleichbaren Zeitfenstern normal und nicht tragend gewordener
Tiere ist kein Unterschied nachweisbar. Die absoluten Werte liegen jeweils eng
beieinander. Bei einem Vergleich der normal und spat tragend gewordenen Tiere ist
vor der Konzeption ein Unterschied (p = 0,002) zu beobachten. Bei einem Vergleich
der nicht tragend und den spat tragend gewordenen Tieren ist dieser Unterschied
sogar noch etwas starker (p < 0,001). Insgesamt ist bei den spat tragend
gewordenen Tieren der Lactoferringehalt in der Milch in beiden Zeitfenstern

wesentlich héher als in den entsprechenden Zeitfenstern der anderen Gruppen.

Betrachtet man die Darstellung der drei Besamungsgruppen in dem zur Trachtigkeit
untersuchten Zeitfenster der Laktation von der 16. bis zur 39. Laktationswoche
(Abb. 37), so zeigen die Gruppen ein vergleichbares Bild beim Verlauf des Lf-
Gehaltes in der Milch. Bei allen Gruppen steigen nach der 25. LW die Werte stark bis
zum Ende der Laktation an. Bei den spat tragend gewordenen Tieren, sind gréBere
tierindividuelle Unterschiede zu beobachten. Das nicht tragend gewordene Tier zeigt
im Verlauf der Laktation noch mal Einbriche in der tendenziell steigenden

Konzentration.
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Abbildung 37: Darstellung des Lactoferrin-Gehaltes (ug/ml) (X = SEM) in der Milch
von Ziegen in den Laktationswochen 16 bis 39 der drei
verschiedenen Trachtigkeitsgruppen: normal tragend (27. - 32. LW)
gewordene Tiere, spat in der Laktation (> 35. LW) tragend
gewordene und nicht tragend gewordene Tiere.

n = Anzahl Tiere

3.2.2.3 IGFBP-2 in Ziegenmilch

3.2.2.3.1 IGFBP-2-Konzentration im Laktationsverlauf
Bei der Betrachtung der IGFBP-2-Konzentrationenen in der Ziegenmilch von 18

Tieren im Laktationsverlauf des Jahres 2001 zeigt sich ein Einfluss der
Laktationswoche innerhalb und zwischen (p < 0,001) den betrachteten
Laktationsstadien auf die IGFBP-2-Konzentration.

Dabei ist im ersten (0 - 5. LW) und letzten (28. LW - Ende der Laktation bei LW 39)
Laktationsstadium ein Einfluss (p < 0,01) der Laktationswoche auf den IGFBP-2-
Gehalt der Ziegenmilch zu beobachten. In der Mittlaktation ist zu Beginn (6. - 16. LW)
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kein und in den Laktationswochen 17 bis 27 ein geringer Einfluss der
Laktationswoche auf die IGFBP-2-Konzentration in der Milch der Ziegen (p < 0,05)

nachweisbar.
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Abbildung 38: Verlauf der IGFBP-2-Konzentration (X + SEM) in Ziegenmilch
wahrend der Laktation. Daten aus der Erhebung zur Laktation
2001, n = 18 Ziegen.

Die Konzentrationen in den ersten zwei Wochen sind auf der
linken Y-Achse abzulesen, ab der 2. Laktationswoche folgt die
Darstellung tber die rechte Achse.

Im Kolostrum (Abb. 38) finden sich IGFBP-2-Konzentrationen von 870 + 220 ng/ml.
Diese sinken dann ab und zwischen der 3. bis zur 25. LW schwankt der Gehalt
zwischen 14 und 21 ng/ml. Zur 27. LW steigt das IGFBP-2 auf 41,0 + 8,40 ng/ml an
und verlauft dann schwankend zwischen 19 und 31 ng/ml bis zur 35. LW. Danach
bleibt es bis zur 39. LW auf einem Niveau von 17 bis 22 ng/ml, steigt dann jedoch
stark an. Am Ende der Laktation kdnnen Konzentrationen von bis zu 366 + 246
(44. LW) gemessen werden. Im Anhang sind die den einzelnen Laktationswochen

zugeordneten Werte aufgefihrt (Tabelle 11).

Bei einem Vergleich der Laktationsstadien untereinander ist vom ersten auf das
zweite Laktationsstadium ein Absinken der IGFBP-2-Konzentrationen in der Milch
von 174 + 47,7 auf 18,3 = 0,83 ng/ml zu beobachten (p < 0,001). Zum Ende der
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Laktation steigt der Gehalt an IGFBP-2 in der Milch wiederum von 18,1 + 0,87 ng/ml
im dritten Stadium auf 53,2 + 10,3 ng/ml im vierten Stadium an (p < 0,001).

Das Alter hat zu keinem Zeitpunkt Einfluss auf den IGFBP-2-Gehalt in der Milch
wahrend der untersuchten Laktation 2001.

3.2.2.3.2 IGFBP-2-Konzentration in Bezug zur Trachtigkeit
Bei der Darstellung der IGFBP-2-Gehalte in der Milch von Ziegen (Abb. 39) in

Zusammenhang mit der Trachtigkeit zeigt sich in den verschiedenen Gruppen ein
differenziertes Bild.

Die normal tragend gewordenen Tiere und die nicht tragend gewordenen Tiere
unterscheiden sich zwischen den beiden Zeitfenstern vor und nach der Konzeption,
bzw. bei dem flr die nicht tragend gewordenen Tiere entsprechendem Fenstern der
Laktation, nicht voneinander.

Die normal tragend gewordenen Ziegen haben vor der Konzeption einen IGFBP-2-
Gehalt von 22,7 + 1,29 ng/ml in der Milch. In den Wochen nach der Konzeption
betragt er 20,3 + 1,30 ng/ml.

Bei den nicht tragend gewordenen Tiere betragt die IGFBP-2-Konzentration in den
entsprechenden Wochen anfangs 11,5 £ 0,76 ng/ml und spater 18,6 + 3,42 ng/ml.
Die Gruppe der spat tragend gewordenen Tiere weist im IGFBP-2-Gehalt der Milch
vor und nach der Konzeption einen Abfall (p < 0,05) der Konzentration von 53,7 +
8,10 auf 28,5 + 5,39 ng/ml auf. Hierbei ist jedoch, die geringe Anzahl untersuchter
Milchproben (n = 12) zu bertcksichtigen. Da die Tiere erst sehr spéat im Jahr tragend
wurden, entspricht diese Zeit dem Ende der Laktation. Dem Ende der
Milchprobennahme und den groBen tierindividuellen Unterschieden in der IGFBP-2-

Konzentration missen hier Rechnung getragen werden.

Vor der Konzeption ist zwischen den Gruppen ein Einfluss des Trachtigkeitsstatus
(normal/spat/nicht tragend) zu beobachten (p <0,001), der jedoch nach der
erfolgreichen bzw. nicht erfolgreichen Belegung nicht mehr nachzuweisen ist.
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Abbildung 39: IGFBP-2-Konzentrationen (ng/ml) (X £ SEM) in Ziegenmilch in den
Wochen vor (-10 bis -1) und nach (0 bis 10) der Konzeption bzw.
bei nicht tragend gewordenen Tieren den entsprechenden
Laktationsfenstern wie normal tragende Tiere (17. - 27. LW und
28. - 37. LW).

Hellgraue Balken stellen die Ziegen dar, die normal tragend (27. -
32. LW) wurden; dunkelgraue Balken die, die spat in der Laktation
(> 35. LW) tragend wurden und schwarze Balken die Ziegen, die
nicht tragend wurden.

ab = Unterschiede innerhalb der Gruppen: p < 0,001

* = Unterschiede zwischen den entsprechenden Zeitabschnitten
der Gruppen: **: p < 0,01 ***: p < 0,001

n = Anzahl der gemessenen Proben

Im Einzelnen zeigt ein Vergleich der IGFBP-2-Konzentrationen in der Milch von
normal tragend gewordenen Tiere vor der erfolgreich verlaufenden Konzeption mit
den der 17. bis 27. LW nicht tragend gewordener Tiere einen Unterschied zwischen
den beiden Gruppen (p < 0,001). Die nicht tragend gewordenen Tiere weisen zu
diesem Zeitpunkt etwa die Halfte des IGFBP-2-Gehaltes in der Milch auf wie die
normal tragend gewordenen Tiere.

Im Vergleich der normal und spat tragend gewordenen Tiere weisen die spat tragend
gewordenen vor der Konzeption ebenfalls héhere IGFBP-2-Konzentrationen auf
(p = 0,002).
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Betrachtet man in diesem Zusammenhang den IGFBP-2-Gehalt der einzelnen
Gruppen Uber den Laktationsabschnitt ab der 16. Laktationswoche bis zur 39. LW,
was den normalen Besamungszeitraum umfasst, so zeigt sich das in Abb. 40

dargestellte Bild.
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Abbildung 40: Darstellung des IGFBP-2-Gehaltes (ug/ml) (X + SEM) in der Milch von
Ziegen in den Laktationswochen 16 bis 39 der drei verschiedenen
Trachtigkeitsgruppen: normal tragend (27. - 32. LW) gewordene Tiere,
spat in der Laktation (> 35. LW) tragend gewordene und nicht tragend
gewordene Tiere.

n = Anzahl Tiere

Die Konzentration des IGFBP-2 in der Milch der Tiere, die nicht tragend wurden,
betragt im Gegensatz zu den Tieren, die normal tragend wurden, am Anfang etwa
nur die Halfte. Der Gehalt steigt nach der 27. LW jedoch ebenfalls bei dem
untersuchten Tier an und ist vergleichbar mit dem Durchschnitt der tragend
gewordenen Tiere. Im weiteren Verlauf zeigt sich ein identisches Bild der IGFBP-2-
Konzentration in der Milch beider Gruppen. Auch die Tiere, die zu einem spéateren
Abschnitt der Laktation tragend wurden, zeigen ein &hnliches Bild zum
entsprechenden Zeitpunkt der Laktation. Hier sind nur starkere tierindividuelle
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Schwankungen zu beobachten, was sich durch héhere Durchschnittsgehalte nach
der 25. LW auBert. Aber auch hier steigt der Gehalt an IGFBP-2 in diesem Abschnitt
der Laktation an, ausgehend von einer Konzentration, die der normal tragend
gewordener Tiere entspricht.

3.224 Untersuchungen zur Mastitis bei der Ziege
Aus den zur Laktation untersuchten Ziegen fiel im Jahr 2001 ein Tier wegen extrem

erhéhten Zellzahlen und einer klinischen Mastitis auf. An Hand dieser Ziege wird im
folgenden Kapitel beispielhaft das Verhalten der untersuchten Parameter bei einer
klinischen bzw. subklinischen Mastitis dargestellt.

Die ausgesuchte Ziege wies schon zu Beginn der Laktation so extrem hohe
Zellzahlen in der Milchleistungsprifung auf, dass sie durch die Messungen des LKV
nicht mehr erfassbar waren. Der messbare Grenzwert liegt hier bei 10 Millionen
Zellen pro ml Milch. In Abbildung 41 ist die Zellzahl als gestrichelte Linie dargestellt,
die alle Werte Uber dem messbaren Bereich von 10 Millionen Zellen/ml markiert. Die
hier gewahlte Ziege hatte zu Beginn der Laktation trotz der hohen Zell-Werte keine
auBerlich erkennbaren Merkmale einer Mastitis. Erst als akute Symptome einer
klinischen Mastitis auftraten, wurde sie mehrmals mit Antibiotika behandelt (20. — 29.
LW). Dieser Zeitraum ist in der Grafik grau unterlegt.

Die Lactoferrinkonzentration (Abb. 41) in der Milch ist zu Beginn der Laktation
beim Beispielstier héher als im Normalfall bei den anderen Tieren. Wéahrend es
normalerweise schon in der ersten Woche nach der Lammung zu einem starken
Abfall der Lf-Konzentration in der Milch kommt, ist hier ein langsamerer Abfall der
Konzentration zu beobachten, der erst um die 12. LW auf einem geringen Niveau
stagniert. Danach folgt ein extrem starker Anstieg der Werte. Im folgenden Verlauf
der Laktation sind solche starken Reaktionen nicht mehr zu beobachten, jedoch
schwankt die Lactoferrinkonzentration weiterhin stark, was nicht durch den normalen

Laktationsverlauf erklarbar ist.

Auch die IGFBP-2-Konzentration (Abb. 41) ist wahrend der ganzen Laktation
ungewohnt schwankend und hoch. Genau wie beim Lf wird hier ebenfalls um die
12. LW ein niedriges Niveau erreicht, bevor es zu einem starken Anstieg der

Konzentration kommt. Erst am Ende der Laktation ist wieder ein Abfall auf ein
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niedriges Niveau zu beobachten. Im Bereich der akuten Mastitis (grau unterlegt) sind
die Werte des IGFBP-2 wie auch des Lactoferrins etwas geringer.

Wéhrend die Zellzahl nach der Behandlung der akuten Erkrankung abfallt und auch
fir dieses Tier auf einem niedrigen Niveau bleibt, reagieren die anderen beiden
Parameter sehr sensibel mit Konzentrationserh6hungen auf Stérungen im letzten
Drittel der Laktation.

Bei dem Verlauf der anderen vom LKV wahrend der Milchleistungsprifung erfassten
Milchinhaltsstoffen und Milchleistung (Abb. 41) fallt auf, dass in der taglichen
Milchabgabemenge zwischen der Prifung in der 9. (3,9 kg) und der in der 17. LW ein
Einbruch (3,2 kg) in der Leistung zu beobachten ist, obwohl es sich hier um die Zeit
der hdchsten Milchleistung in der Laktation einer Ziege handelt. Danach steigt die
Milchmenge wieder auf das vorherige Niveau (3,9 kg) an und die Laktationskurve
nimmt einen ganz normalen Verlauf ohne Einbriche. Fett und EiweiB3 zeigen keine

vom normalen Laktationsverlauf abweichenden Werte.
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Abbildung 41: Verhalten von Lactoferrin-, IGFBP-2-, Protein- und Fett-Gehalt der
Milch sowie der taglichen Milchleistung bei einer an Mastitis
erkrankten Ziege, dargestellt Gber eine Laktation.

Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet die antibiotisch behandelte
klinische Mastitis, vorher subklinischer Verlauf ohne auBere
Symptome.
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3.3 Diskussion

Untersuchungen zur Laktation

Festlegung des Zellzahl-Grenzwertes in Kuhmilch
In die Untersuchungen zur Laktation gingen nur die Messwerte von Kiihen ein, deren

Zellgehalt unter 150.000 Zellen/ml Milch lag. Der Grenzwert wurde so gewahlt, weil
viele Einflussfaktoren mit der Zellzahl korrelieren, die nicht mit einer Erkrankung der
Milchdrise einhergehen, wie z. B. Rasse, Alter, Laktationsnummer, Stress,
Melktechnik usw. (KOHLER, 2002). Der von der DVG (1994) festgelegte Gehalt von
kleiner 100.000 Zellen/ml fir normale Sekretion bei den einzelnen Messungen beim
Einzeltier war auf Grund der Herdenstruktur nur schwer einzuhalten. Solange die
Zellzahl unter 150.000 Zellen/ml eingehalten wurde und die Kihe keine
Erkrankungserscheinungen zeigten, wurden ihre Daten mit in die Berechnungen

miteinbezogen.

Lactoferrinkonzentration in der Kuhmilch im Verlauf der Laktation
HAGIWARA et al. (2003) beschreiben fiir die verschiedenen Laktationsstadien

Absolutwerte im Lactoferringehalt der Kuhmilch, die niedriger liegen als in der hier
vorliegenden Untersuchung. Zur Nachgeburtsphase werden von den Autoren keine
Angaben zum Lf-Gehalt gemacht. Im ersten Abschnitt der Mittlaktation, von ihnen als
.HOchststandperiode“ beschrieben, haben sie, bei jedoch nur 8 untersuchten
Milchproben, eine um ca. 40 pg/ml geringere durchschnittliche Lf-Konzentration als in
der vorliegenden Untersuchung, mit n = 460 Proben, in der Milch bestimmt. In dem
folgenden zweiten Abschnitt der Mittlaktation wird die Differenz beider
Untersuchungen geringfligig gréBer. So wurden bei HAGIWARA et al. (2003) in 59
Proben durchschnittlich 45 ug weniger Lf pro ml Milch nachgewiesen als bei den 641
hier untersuchten Proben. Diese Tendenz setzt sich zum Ende der Laktation fort. Im
letzten untersuchten Laktationsabschnitt wurden hier im Schnitt 70 ug/ml mehr in 503
untersuchten Proben nachgewiesen als von HAGIWARA et al. (2003) in dieser
Zeitperiode in 32 Milchproben. Die Autoren beschreiben zwar eine Tendenz des zum
Ende der Laktation ansteigenden Lactoferrins, aber diese lasst sich von ihnen nicht
statistisch nachweisen. Im Gegensatz dazu kann in den eigenen Untersuchungen
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der Anstieg des Lactoferrins von dem zweiten auf das dritte, sowie vom dritten auf

das letzte Laktationsstadium signifikant abgesichert werden.

In anderen Studien wird die Abhangigkeit des Lactoferringehaltes in Kuhmilch vom
Laktationsstadium bestatigt (SENFT & KLOBASA, 1973, HARMON et al, 1975).
SENFT & KLOBASA (1973) beschreiben, dass die Lactoferrinkonzentration in der
Milch in den ersten Tagen nach der Kalbung von dber 1 mg Lf pro ml Kolostrum stark
abfallt, und sich dann ab dem 10. (2. LW) bis zum 150. (22. LW) Laktationstag auf
ein Niveau um 100 pg/ml einpendelt. In der vorliegenden Untersuchung konnten
wesentlich héhere Lactoferringehalte von mehreren mg pro ml im Kolostrum
beobachtet werden. WENDT et al. (1994) bestatigen diese Werte. Bei den hier
untersuchten Kihen sinken die Werte schon in der Woche nach der Kalbung auf ein
Niveau von durchschnittlich 160 pg/ml ab. In reifer Kuhmilch wird von WENDT et al.
(1994) eine Spannweite 100 bis 1000 ug/ml an Lactoferrin angegeben. Dabei wird
keine Aussage Uber den Gesundheitsstatus der Kiihe gemacht. Auch auf weitere
Angaben Uber das Laktationsstadium wird von ihnen verzichtet.

SENFT & KLOBASA (1973) beschreiben dann einen relativ starken Anstieg des Lf-
Gehaltes zum Ende der Laktation, der dann bis tber 400 pg/ml betragen kann.
REIJMAN et al. (1989) nennen fir die letzte Melkung einen noch héheren Gehalt von
durchschnittlich 820 mg Lf/ml Milch, allerdings mit einer hohen Standardabweichung
(350 pg/ml). Starke Unterschiede zwischen den Tieren wurden auch von SENFT &
KLOBASA (1973) wahrend der ganzen Laktation beobachtet. In der vorliegenden
Untersuchung steigen ab der 16. Laktationswoche, also etwas friher als von SENFT
& KLOBASA (1973) beschrieben, die Lf-Werte ebenfalls langsam und stetig bis zum
Ende der Laktation an. Allerdings wird zum Ende der Laktation auch in der
vorliegenden Studie nur ein Niveau von durchschnittlich 400 pg Lf/ml erreicht. Der
Gehalt am Ende der Laktation ist also nicht so hoch wie bei REIJMAN et al. (1989),
aber hdher als bei HAGIWARA et al. (2003) beschrieben.

SANCHEZ et al. (1988) ermittelten zwar ebenfalls in der Kolostralmilch der Kuh die
hdchsten Lf-Konzentrationen, aber diese lagen dort nur bei 830 ug/ml. Nach einem
schnellen Absinken in den ersten Tagen nach der Kalbung wurden auch von ihnen
nach drei Wochen nur noch durchschnittlich 90 pg Lf/ml Milch gemessen. Noch
niedrigere Konzentrationen ermitteln YE & YOSHIDA (1995). Bei ihnen sinkt der
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Gehalt bis zum achten Tag nach der Geburt bei gesunden Kiihen auf ein Niveau von
50 pg/ml ab, in reiferer Kuhmilch werden sogar nur noch 36 pg Lf pro ml Milch
gemessen. Allerdings wurden nur drei Tiere untersucht und die Lf-Konzentrationen

wurden chromatographisch, d. h. ohne Antikérper, bestimmt.

Differenzen in den Angaben zu den Lactoferrinkonzentrationen zwischen den
einzelnen Arbeitsgruppen und auch zu den eigenen Untersuchungen lassen sich
durch die unterschiedlichen Messverfahren erklaren (siehe Kapitel 2.1,
Testentwicklung des Lactoferrins). Allen gleich ist das schnelle Absinken des hohen
Gehaltes im Kolostrum in den ersten Tagen nach der Geburt. Angaben zum weiteren
Verlauf werden nur selten gemacht. Ein exakter Zeitpunkt zu einem erneuten Anstieg
des Lf ist nur bei SENFT & KLOBASA (1973) zu finden. Dieser liegt etwa sechs
Wochen spater in der Laktation als bei den eigenen Untersuchungen.

Lactoferrinkonzentration in der Ziegenmilch im Verlauf der Laktation
Da keine Untersuchungen zum Lactoferrin wahrend der Laktation der Ziege

vorliegen, seien vergleichend Daten zum Schaf angefihrt. BUCHTA (1991)
beschreibt, dass bei dem von ihm mittels ELISA untersuchten Schafmilchproben in
der Woche nach der Geburt nicht tber 500 ug Lf/ml nachgewiesen werden konnten,
allerdings wurden nur Proben vier Tage post partum untersucht. Zu diesem Zeitpunkt
ist die Lf-Konzentration in der hier untersuchten Ziegenmilch schon stark
abgesunken. Lediglich das Kolostrum weist erhdhte Werte von 390 + 76 pug/ml auf.
Weiterhin sanken die Werte in der Schafmilch schnell unter 100 pg/ml ab. Im
Gegensatz dazu werden bei den hier vorgestellten Untersuchungen zur Ziege in der
dritten Laktationswoche nur noch durchschnittlich rund 10 pg/ml gemessen.

Bisher wurde noch kein Laktationsverlauf des Lactoferrins fir die kleinen
Wiederkauer veroffentlicht.

Lactoferrinkonzentration vergleichend im Laktationsverlauf von Kuh und Ziege
Vergleicht man den Laktationsverlauf des Lactoferrins bei den beiden im Rahmen

dieser Arbeit untersuchten Tierarten, so zeigt sich ein differenzierter Verlauf. Im
Gegensatz  zum Rind sind bei der Ziege generell niedrigere
Lactoferrinkonzentrationen in der Milch zu beobachten. Schon zu Beginn der
Laktation wird bei der Ziege nur etwa ein Zehntel des Gehaltes wie beim Rind, was
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mehreren 100 pg Lactoferrin pro ml Kolostrum entspricht, gemessen. Auch hier sinkt
die Konzentration wie in der Kuhmilch schnell ab und erreicht ein Niveau von
durchschnittlich rund 17 pg/ml (Il. Laktationsabschnitt), was dem um den Faktor 10
verringerten Gehalt im Gegensatz zur Kuhmilch weiterhin entspricht. AuBer einem
kurzfristigen Anstieg zur 14. LW in der Laktation 2001, halt sich bei der Ziegenmilch
dieses Niveau aber bis zur ca. 27. Laktationswoche. In diesem Zeitabschnitt kommen
die Ziegen der Riswicker Herde in der Regel das erste Mal in die Brunst und werden
belegt. In der untersuchten Kuhmilch ist der Anstieg schon um die 15. LW zu
beobachten. Auch dieser Zeitpunkt entspricht in etwa der ersten nutzbaren Brunst
der Kiihe. Im Anschluss steigt der Gehalt des Lactoferrins in der Milch jeweils an. So
werden am Ende der Laktation, mit Beginn der Involution der Milchdrise, bei der
Ziege rund 60 pg Lf pro ml Milch (39. LW) gemessen. Bei langer laktierenden Tieren
steigt der Gehalt in der 48. Laktationswoche sogar auf durchschnittlich 151 pg Lf/ml
an, allerdings mit gréBeren Schwankungen von Tier zu Tier. Bei der Kuh sind am
Ende der Laktation (48. LW) 300 pg Lf/ml Milch nachweisbar. So zeigt sich bei der
Ziege ein wesentlich starkerer Anstieg an Lactoferrin in der Milch in einem wesentlich

klUrzeren Zeitabschnitt.

Bei einem Vergleich der Laktationskurven von Rind und Ziege ist auffallig, dass der
Anstieg des Lactoferrins in der Milch jeweils mit dem Zeitpunkt der ersten Brunst
oder beginnender Trachtigkeit zusammenfallt.

MOLENAAR et al. (1996) schreiben, dass Lactoferrin sowohl in der sich
entwickelnden wie auch in der statischen Milchdrise in den Epithelzellen
nachweisbar ist, wobei der Gehalt an Lf mRNA in den Eutern von laktierenden
Schafen und Kiihen &hnlich dem in der Milchdriise wéahrend der Trachtigkeit ist. Die
Autoren spekulieren, dass Lactoferrin sowohl eine Rolle in der Entwicklung wahrend
der Trachtigkeit spielt wie auch bei der lokalen Involution. Sie vermuten, dass die
Transkription der Lf mRNA bei beginnender Laktation nicht generell stattfindet. So
erklaren sie sich die Reduktion von Lactoferrin aus der Trachtigkeit mit 5 bis
10 mg/ml im Sekret auf 2mg/ml im Kolostrum des Rindes. Uber weitere
Transkriptionsvorgénge bei parallel verlaufender Trachtigkeit und Laktation bzw. tber
die Brunst oder Trachtigkeit induzierende Faktoren wird von ihnen nicht geschrieben.
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MASSON & HEREMANS (1971) ermittelten mittels radialer Immundiffusion fir Kuh
sowie Ziege Lactoferrinkonzentrationen von 20 bis 200 pg/ml in der Milch, womit sie
den Gehalt deutlich niedriger einstufen, als in von ihnen untersuchter humaner Milch
(> 2 mg/ml) und in muriner bzw. equiner Milch (0 -2 mg/ml). Die hier mittels
Enzymimmunoassay untersuchte Kuhmilch enthalt héhere und die Ziegenmilch
niedrigere Konzentrationen an Lactoferrin. Von MASSON & HEREMANS (1971) wird
jedoch keine weitere Aussage Uber Laktationsstadium, Alter, Gesundheitsstaus oder
andere moglichen Einflussfaktoren der von ihnen getesteten Tiere gemacht. CHEN et
al. (2004) liegen bei den mit Hilfe eines ELISAs durchgeflhrten Untersuchungen von
Lf in Tankmilch bei Ziegen etwa in gleichen Bereich von 69 bis 265 pug/ml (167 * 49)
bei von ihnen als hoch qualitativ eingestufter Milch (siehe néachsten
Diskussionsabschnitt) wie MASSON & HEREMANS (1971).

Einteilung der Ziegenmilch in verschiedene Klassen nach dem
Lactoferringehalt

CHEN et al. (2004) beschreiben, dass die von ihnen mittels eines Methylenblau-
Reduktions-Tests, der die Keimzahl in der Milch mittels Farbumschlag bestimmt, in
die Qualitatsklassen hoch, normal oder niedrig eingestufte Ziegenmilch signifikant
verschiedene Lactoferrinkonzentrationen hat. So hat die Milch hoher Qualitat einen
niedrigeren Lf-Gehalt als normal oder niedrig eingestufte Milch. Dieser Umstand
veranlasst die Autoren, Lf als Index zur Qualitadtsbeurteilung von Ziegenmilch
vorzuschlagen. Auch in den eigenen Untersuchungen lassen sich unterschiedliche
Lf-Klassen in der Ziegenmilch ausmachen. Uber die weitere Qualitdt kann jedoch
keine Aussage gemacht werden. Auffallig ist nur, dass Ziegen mit fortgeschrittenen
Laktationsnummern eher, jedoch nicht generell, hdhere Lf-Werte aufweisen als in
niedrigeren Laktationsnummern. Dies kbdnnte eine Folge von Uberwundenen
Entziindungen der Milchdrise zu werten sein (siehe Diskussion zu Einfluss von
Mastitis auf Lf-Gehalt der Milch).

IGFBP-2-Konzentration in Kuh- und Ziegenmilch im Verlauf der Laktation
Bei der Darstellung der IGFBP-2-Konzentrationen in der Milch Uber die Laktation von

Kuh und Ziege zeigt sich ein &hnliches Bild. Im Kolostrum der beiden Spezies sind
sehr hohe Konzentrationen an IGFBP-2 zu finden. Bei der Ziege liegt der Gehalt zu

Beginn der Laktation etwas hoéher als bei der Kuh, jedoch treten grbéBere
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tierindividuelle Unterschiede auf. Die IGFBP-2-Konzentration in der Milch sinkt
langsam in den ersten Wochen nach der Geburt ab und erreicht in der sechsten
Laktationswoche bei der Kuh und in der vierten Laktationswoche bei der Ziege ihren
Tiefstand von durchschnittlich etwa 18 ng IGFBP-2 pro ml Milch mit nur noch
geringen Abweichungen von Tier zu Tier. Nach einem Plateau auf diesem Niveau
steigt bei der Ziege im zweiten Abschnitt der Mittlaktation (Laktationsstadium IIl) der
IGFBP-2-Gehalt in der Milch bis zur durchschnittlich doppelten Konzentration an. Bei
der Kuh zeigt sich zwar auch eine leicht steigende Tendenz, es treten jedoch vor
allem von Woche zu Woche stark schwankende Konzentrationen auf. Dies setzt sich
bei dem bovinen Bindungsprotein-2 bis zum Ende der Laktation entsprechend fort.
Im letzten Abschnitt der Laktation sind ab der 29. LW diese Schwankungen auch bei
der Ziege zu beobachten, wobei es nach der 36. LW nochmals zum stetigen Anstieg
des IGFBP-2-Gehaltes in der Milch kommt. Zum Ende der Laktation ist in der
Ziegenmilch ein etwa doppelt so hoher Gehalt an IGF-Bindungsprotein-2 wie in der
Kuhmilch zu beobachten (durchschnittlich etwa 50 ng clGFBP-2/ml im Gegensatz zu
24 ng bIGFBP-2/ml).

BLUM & BAUMRUCKER (2002) erwahnen, dass bei Kihen die IGFBPs im
Kolostrum hoch konzentriert sind, aber in der reiferen Milch nur noch in geringeren
Konzentrationen vorliegen, wobei die am meisten sekretierten Bindungsproteine
IGFBP-2, -3 und -4 sind (BAUMRUCKER et al.,, 1993). SEJRESEN et al. (2001)
ermittelten mit Hilfe eines Western Liganden Blots ebenfalls flir das Kolostrum die
héchsten Konzentrationen an IGFBP-2 in Kuhmilch. Nach ihren Ausfihrungen sind
diese sogar hdher als im Sekret vor der Geburt. In den ersten zwei Tagen nach der
Kalbung sinkt der Gehalt stark ab und steigt erst in der Woche vor dem
Trockenstellen wieder an. Dieses Bild einer Laktation entspricht in etwa den hier
mittels Enzymimmunoassay ermittelten IGFBP-2-Gehalten fur Kihe.

POSSER & SCHWANDER (1996) vermuten, dass wie bei der Kuh (COHICK &
TURNER, 1998) auch bei der Ziege der gréBte Anteil an Milch-IGFBP-2 in der
Milchdrliise synthetisiert wird. Zu Konzentrationen des IGFBP-2 in Ziegenmilch liegen
bisher jedoch keine Informationen vor. KLEMPT et al. (1993) beschreiben fir
Mutterschafe, die allerdings nicht wahrend der Trachtigkeit laktieren, dass die
Konzentration von mRNA in der Milchdrise laktierender Schafe gegeniber der der

tragenden Tiere niedriger ist.
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In der Milchdriise von Mausen wurde von ALLAR & WOOD (2004) in der friihen
Trachtigkeit die mRNA des IGFBP-2 hauptsachlich im Bindegewebe um die
Epithelzellen lokalisiert. In der spéateren Trachtigkeit und Laktation ist sie in den
Zellen um die Alveolen zu finden. Im Gewebe der Milchdriise der Mause (n = 3)
wurde von ihnen ebenfalls mittels Western Immunoblot der Gehalt an IGFBP-2 in
verschiedenen Phasen der Trachtigkeit untersucht. Die Konzentration des IGFBP-2
sinkt zum Ende der Trachtigkeit und weiter im Laufe der Laktation ab und steigt
wahrend der Involution der Milchdriise wieder an. ALLAR & WOQOD (2004) weisen
darauf hin, dass die Expression der mRNA der IGFBPs mit entsprechend
signifikanten Proteinkonzentrationen der jeweiligen Bindungsproteine in der
Milchdrise einhergehen.

In humaner Milch ist IGFBP-2 das dominierende Bindungsprotein insulinartiger
Wachstumsfaktoren (ERIKSSON et al., 1993). Dort sind 5- bis 10-fach hdhere
Gehalte an IGFBP-2 in der Milch als im Plasma zu finden (BREIER et al., 1993). So
sind am dritten Tag nach der Geburt mit Hilfe eines RIAs Werte Uber 2 pg/ml
messbar (ELMLINGER et al.,, 1999). Im Gegensatz zu den untersuchten
Wiederkauern steigt der Gehalt in den zwei Wochen nach der Geburt nochmals auf
2,6 pg/ml an und sinkt dann langsam im Laufe der folgenden Monate ab. Drei
Monate nach der Geburt werden noch 1,2 ug IGFBP-2 pro ml in humaner Milch
gemessen und nach sechs Monaten ist die Konzentration auf 70 % des
Anfangsgehaltes gesunken (ELMLINGER et al., 1999).

Da in den Untersuchungen zu humaner Milch keine parallel verlaufende Laktation
und Graviditat vorlagen, lassen sich Unterschiede im Laktationsverlauf der IGFBP-2-
Konzentration in der Milch im Gegensatz zu den untersuchten Wiederkauern evtl.
darauf zurtckfihren. Mdglich ist zudem, dass nach sechs Monaten beim Menschen
die Involution der Milchdrlise nur bedingt oder noch nicht begonnen hat und dass der
starke Anstieg des IGFBP-2-Gehalts im Sekret der Milchdriise wie bei der Maus
(ALLAR & WOOD, 2004) erst dadurch angeregt wird.

WENDT et al. (1994) schreiben schon, dass die Frauenmilch reicher an
Energielieferanten aber deutlich armer an Aufbaustoffen ist als Kuhmilch, bedingt
dadurch dass das menschliche Neugeborene wesentlich langsamer wachst. Humane
Milch enthalt zwar wesentlich weniger Gesamtprotein als die Kuh, aber dies ist auf
den geringeren Caseingehalt zurlick zu fihren. Der Anteil an Molkenproteinen ist bei
beiden Spezies gleich.
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IGFBP-2-Konzentration in der Milch beziglich der verschiedenen Phasen der
leistungsbezogenen Fiitterung

Viele Studien haben gezeigt, dass der Fltterungsstatus von Kihen Einfluss auf den
Gehalt des IGF-Bindungsproteins-2 im Serum hat. So haben McGUIRE et al. (1995)
gezeigt, dass ein zweitagiger Futterentzug zu einem steigenden Gehalt an IGFBP-2
im Blut von Kihen fuhrt. Betrachtet man die IGFBP-2-Serum-Konzentrationen bei der
Kuh im Laufe der Laktation, so drlckt sich dieser Einfluss durch die héchsten
Konzentrationen in der frihen Laktation aus (VICINI et al., 1991), was
moglicherweise auf die negative Energiebilanz von Kihen in dieser Phase der
Laktation zurtickzufihren ist. Da das IGFBP-2 direkt in der bovinen Milchdriise durch
Epithelzellen synthetisiert und sekretiert wird (COHICK & TURNER, 1998), muss sich
dieser Einfluss der Fltterung nicht unbedingt im Milch-IGFBP-2 widerspiegeln. Auch
die IGFBP-2 mRNA in der Milchdrise von Rindern wird durch ein hohes
Fltterungsniveau nicht beeinflusst (WEBER et al., 2000). In der vorliegenden
Untersuchung ist ebenfalls kein Einfluss des Futterungsstatus auf den Gehalt des
IGFBP-2 sichtbar. Bei der Auswertung der IGFBP-2-Gehalte angelehnt an die 9-
Felder-Tafel nach dem LKV-Rheinland (2001), zeigen sich im Wesentlichen keine
Unterschiede zwischen den optimal versorgten Tieren und den Fitterungsfeldern, die
ein Defizit anzeigen, innerhalb der verschiedenen Laktationsstadien. Die
unterschiedlichen IGFBP-2-Milch-Konzentrationen in der Laktation erscheinen somit
weniger durch den sich aus den verschiedenen Abschnitten der Laktation
ergebenden Erndhrungsstatus erklart zu werden, sondern durch andere
laktationsphysiologische Vorgange bedingt zu sein.

Milchinhaltsstoffe in Kuh- und Ziegenmilch im Laktationsverlauf
Sowohl bei der Ziege als auch bei der Kuh verlaufen die Protein- und Fettgehalte in

der Milch Uber die Laktation betrachtet invers zur Milchmengenkurve. Allerdings
verlauft die Laktationsleistungskurve der hier untersuchten Ziegen Uber die Laktation
etwas runder als bei der Kuh, wo der obere Leistungsbogen etwa von der 3. bis zur
11. Laktationswoche einzuordnen ist (HUTH, 1995). So wird bei den Ziegen in der
vorliegenden Untersuchung erst um die 20. LW (lll. Laktationsstadium) der Zeitpunkt
der héchsten Milchleistung beobachtet.

Die EiweiB- bzw. Fettgehalte verlaufen in den verschiedenen Abschnitten der

Laktation entsprechend gegenlaufig. So sind im zweiten Laktationsabschnitt die
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geringsten Konzentrationen von Fett und Eiwei3 bei der Kuh zu beobachten,
wahrend bei der Ziege die geringsten Gehalte im dritten Laktationsabschnitt
gemessen werden. JUAREZ & RAMOS (1986) beschrieben bei der Ziege ebenfalls
den Abfall von Fett und Protein in der Milch bis zum 4. oder 5. Monat der Laktation,
entsprechend dem lll. Laktationsabschnitt, und einen Anstieg zum Ende hin. Bei der
Kuh steigen beide Parameter schon in der zweiten Halfte der Mittlaktation bis zum
Ende der Laktation kontinuierlich an, wobei bei der Ziege erst zum letzten Abschnitt
der Laktation wieder ein Anstieg in der Mich zu beobachten ist.

In der Ziegenmilch liegt im Gegensatz zur Kuhmilch lber die ganze Laktation eine
hdhere Proteinkonzentration vor. Vor allem in der Nachgeburtsphase ist eine
Differenz von 1 % zu beobachten, danach betragt die Differenz 0,3 bis 0,6 %.
PUENTE et al. (1994) ermittelten zu Beginn der Laktation sogar noch hdhere
EiweiBgehalte in der Ziegenmilch, die jedoch schon in der zweiten Laktationswoche
denen der hier untersuchten Ziegen entsprechen. Bei den o0.g. Autoren weisen die
Ziegen aber auch héhere Fettgehalte in der Milch auf als hier. Bei der vorliegenden
Untersuchung weist die Kuhmilch Uber die ganze Laktation hoéhere Fett-
Konzentrationen in der Milch (0,6 bis 0,8 %) auf.

Da das MilcheiweiB3 vor allem durch die Fitterung beeinflusst wird, lasst sich auch
die gegenlaufig zur Milchleistungskurve verlaufende EiweiBkonzentration erklaren.
Ein Absinken des EiweiBgehaltes in der Milch ist in der Regel auf eine
Energieunterversorgung zurlckzufihren, wie diese zu Beginn der Laktation bzw. in
der Phase der héchsten Milchleistung haufig vorliegt. Ein Energieliberschuss, wie er
haufig am Ende der Laktation vorliegt fihrt dahingegen zum Anstieg des EiweiBes in
der Milch (KIRCHGESSNER, 1997).

Die Hbhe des Fettgehaltes wird neben dem genetischen Potenzial in erster Linie
durch eine ausreichende Versorgung der Kuh mit Rohprotein und Energie bestimmt,
wobei dem Anteil an pflanzlichen GerlUstsubstanzen in der Gesamtration eine
Uberragende Bedeutung zukommt (KIRCHGESSNER, 1997). So ist wie schon beim
EiweiBgehalt ein Absinken durch eine mégliche Energieunterversorgung bzw. die fur
diesen Laktationsabschnitt nicht ausreichende Héhe der Gesamtfutteraufnahme der
Tiere in diesem Stadium zu erklaren.

Die bei der Kuh zusatzlich untersuchten freien Fettsauren steigen Uber die ersten
drei Laktationsstadien an. Zum Ende der Laktation ist daraufhin kein weiterer Anstieg
in der Milch zu beobachten. Nach dem MILCHWIRTSCHAFTLICHEN KONTROLL-
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UND UNTERSUCHUNGSVERBAND UELZEN E. V. (2001) sind die Ergebnisse hier
im ersten und zweiten Laktationsabschnitt mit gut (kein Fettverderb) und spater mit
befriedigend (geringer Fettverderb) zu beurteilen.

Die Lactose-Konzentrationen in der bovinen Milch weisen lediglich in der Phase
der héchsten Milchleistung (ll. Laktationsstadium) erhdéhte Werte auf, ansonsten
bleiben sie konstant bei rund 4,75 %. GASPARDY et al. (2004) ermittelten flr den
Lactosegehalt bei Kiihen einen Héchstwert am 66. Tag der Laktation, was in den Il.
Laktationsabschnitt fallt. Bei der Ziege werden im ersten Laktationsmonat
(ausgenommen Kolostrum) von PUENTE et al. (1994) auch Lactosegehalte zwischen
4,6 und 4,8 % gemessen. Diese sinken am Tag 60 der Laktation auf 4,2 % ab.

Die Zellzahl weist bei beiden Tierarten ein ahnliches Verhalten auf. So ist vor allem
zum Ende der Laktation ein Anstieg der Zellgehalte in der Milch zu beobachten. Bei
den Ziegen ist der Anstieg jedoch wesentlich héher. Er steigt um Gber das 4fache im
Bezug zum Anfangsgehalt der Milch an. DULIN et al. (1983) sowie DAVID et al.
(1994) bestatigen den Einfluss des Laktationsstadiums auf die Zellzahl in
Ziegenmilch. Bei der Kuh betragt der Zellgehalt der Milch im letzten
Laktationsabschnitt etwa das 1,5-fache in Bezug zum Laktationsbeginn, so dass hier
ein mittlerer Gehalt von 75.000 Zellen/ml vorlag. Da nur Daten von Ziegen ohne
klinisch nachweisbare Mastitis bzw. Kuhmilch, deren Gehalt unter 150.000 Zellen/ml
Milch lag in die Berechnungen eingingen, ist dies als normale Entwicklung der
Laktation zu betrachten. Die Zellzahlen in der Kuhmilch sind mit denen der
Ziegenmilch nicht vergleichbar. Auf diese Problematik wird in der Diskussion der
Mastitis von Kuh und Ziege naher eingegangen.

Der Harnstoffgehalt in der untersuchten Kuhmilch ist in der Nachgeburtsphase
etwas geringer als in der restlichen Laktation, wo er in etwa konstant bleibt. Da der
Harnstoffgehalt vor allem in Zusammenhang mit dem EiweiBgehalt zur Diagnose von
Fehlernahrung genutzt wird kénnen hier Rickschliisse auf eine Protein- bzw.
Energiefehlversorgung getroffen werden. Der niedrige Harnstoffgehalt der Milch in
der Nachgeburtsphase weist dabei vor allem auf einen Proteinmangel in der Ration
hin (KIRCHGESSNER, 1997). Die Veranderungen im EiweiBgehalt der Milch zeigen
zeitgleich  Zeichen eines Energiemangels (s.0.). Eine Protein- und
Energiefehlversorgung bedeutet allerdings, wie in diesem Fall, nur geringe

Veranderung im Harnstoffgehalt der Milch.
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Milchinhaltsstoffe der Kuh im jahreszeitlichen Profil
Betrachtet man den Verlauf der Harnstoffkonzentration in der Kuhmilch tber das

Jahr, so ist Ende Mai ein sehr hoher Gehalt an Harnstoff von 350 ppm zu
beobachten. Da die Harnstoffkonzentration in der Milch durch die Fultterung
beeinflusst wird, spricht dies far einen Proteinlberschuss in der Futterration
(KIRCHGESSNER, 1997) evtl. durch stark gediingten Aufwuchs.

Auch bei der Beobachtung des EiweiB- und Lactosegehaltes der Kuhmilch Gber das
Jahr ist ein Einbruch der Werte in der 15. Kalenderwoche, was der Woche vom
10. bis 16. April entspricht, auffallig. Da der Lactosegehalt der Milch im Gegensatz
zum EiweiBgehalt nur im Extremfall durch die Fitterung beeinflusst wird, doch in der
Regel weitgehend unbeeinflusst bleibt (KIRCHGESSNER, 1997), lassen sich hier
erst einmal andere Einfliisse vermuten.

Da ein Lactoseabfall in der Milch einen Indikator flr die Permeabilitat der Blut-Euter-
Schranke darstellt (SCHULZ et al., 1998), wie dies bei Mastitiden der Fall ist, kbnnte
eine Haufung dieser Erkrankung eine Erklarung sein. Nachdem aber kein Anstieg der
Zellzahl in der entsprechenden Woche zu beobachten war und viele Tiere einer
Melkgruppe in diversen Laktationsstadien von den extrem nach unten abweichenden
Werten betroffen waren, missen hier Einfliisse auf die ganze Gruppe vorliegen, was
auf systematische Fehler bei der Probenziehung und -analyse hinweisen kdnnte.
ONTSOUKA et al. (2003) beschreiben z.B., dass in den verschiedenen Fraktionen
der Milch die Inhaltsstoffe teilweise unterschiedlich hoch vertreten sind. Die EiweiB-
und Lactosegehalte in reifer Milch sind am Ende des Melkvorganges am geringsten.
Der Fettgehalt steigt zum Ende hin an. Probleme bei der Probennahme waren
demnach eine Erklarung flr die geringen gleichzeitig auftreten Lactose- und
EiweiBwerte in der 15. Kalenderwoche, vor allem da die geringen Lactosegehalte
und die extrem tiefen EiweiBwerte alle aus einer Melkgruppe stammen.

Da sich der EiweiBgehalt in der Milch insgesamt erst jedoch im Laufe des Sommers
wieder erholt, muss hierflr zusatzlich die Méglichkeit eine Energieunterversorgung
der Gruppe in Betracht gezogen werden. Der stark abgesunkene EiweiBgehalt auf
2,9 % und auch ein leichter Abfall des Fettgehaltes in der Milch dieser Gruppe kann
dadurch erklart werden. Der Harnstoffgehalt bleibt in dieser Zeit unbeeinflusst im
physiologischen Bereich um 200 ppm (LKV RHEINLAND, 2001), so ist eine
Proteinfehlversorgung der Kiihe zu diesem Zeitpunkt auszuschlieBen.
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Untersuchungen zur Trachtigkeit
Aus den Erlauterungen zur Laktation ergeben sich neue Fragestellungen im Hinblick

auf Zusammenhange zwischen den untersuchten Parametern Lactoferrin bzw.
IGFBP-2 und Trachtigkeit oder Brunst von Kuh und Ziege. Auf diese Fragestellungen
soll im folgenden Abschnitt naher eingegangen werden.

Lactoferrinkonzentrationen in der Milch von Kuh und Ziege wahrend der
Trachtigkeit

Der Zeitpunkt des Anstiegs der Lactoferrinkonzentration in der Milch geht bei beiden
Tierarten mit dem Zeitpunkt der erneuten Trachtigkeit, aber auch mit der
einsetzenden Brunst einher. Zwar setzt bei der Kuh die erste Brunst mitunter schon 3
bis 4 Wochen nach dem Abkalben ein, dennoch ist auf Grund der Nachgeburtsphase
und der physiologischen Regeneration erst ab dem 60. bis 80. Laktationstag mit
einer erfolgreichen Konzeption zu rechnen, was sich bei Hochleistungstieren aber
auch noch weiter verzégern kann (LOTTHAMER & WITTKOWSKI, 1994). Bei den
hier untersuchten Ziegen fiel die Zeit der ersten Brunst auf Ende August, was um die
28. Laktationswoche einzuordnen ist. Diese Zeitrdume entsprechen denen, in denen
der Lactoferringehalt in der bovinen und caprinen Milch bei der Darstellung der
Laktation wieder ansteigt.

Da der Lactoferrin-Gehalt nach SCHANBACHER et al. (1993) im Eutersekret von
Kihen vor allem in der spaten Trachtigkeit wesentlich héher ist, als wahrend der
Laktation, spricht dies fiir einen solchen Einfluss. BAUMRUCKER & ERONDU (2000)
bestatigen ebenfalls, dass im letzten Stadium der Trachtigkeit, d.h. wahrend des
Trockenstehens, bovines Lactoferrin in hohen Konzentrationen von 1 bis 2 mg/ml im
Sekret der Milchdrise zu finden ist. Da Lf sowohl in sich entwickelnden wie
statischen Epithelzellen der Milchdrlise exprimiert ist, unterstitzen MOLENAAR et al.
(1996) die These, dass Lactoferrin in der Milchdriise sowohl eine Rolle in der
Trachtigkeit als auch bei der lokalen Involution einnimmt.

Da bei den beiden untersuchten Tierarten ein Teil der Laktation und Trachtigkeit
parallel verlaufen, stellt sich die Frage, ob nur die Trachtigkeit den steigenden
Lactoferringehalt in der Milch bedingt.

In der vorliegenden Untersuchung steigt bei den Kihen, die friih in der Laktation
wieder tragend werden (bis zu 2 Besamungen bis zur Tréachtigkeit), die

Lactoferrinkonzentration in der Milch in den Wochen nach der Besamung stark an.
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Der Verlauf setzt sich in den weiteren Wochen nach der Konzeption fort. Dies
entspricht dem Bild fir das entsprechende Laktationsfenster, in dem ab der ca. 15.
LW ein kontinuierlicher Anstieg in der Milch zu beobachten ist. Betrachtet man nun
die Tiere, die spater in der Laktation tragend werden (= 3 KB), so steigen bei ihnen
die Absolutwerte geringfligig an, dies lasst sich aber nicht signifikant absichern. Der
Ausgangswert vor der erfolgreichen Besamung der Kihe ist jedoch schon héher als
bei den Tieren mit einer niedrigeren Anzahl von Besamungen bis zur Trachtigkeit.
Die héheren Lf-Konzentrationen in der Milch dieser Tiere vor der Konzeption missen
also auf das spatere Laktationsfenster, in dem sie sich befinden, zurlckgefihrt
werden. Der Einfluss der einsetzenden Trachtigkeit kann, wenn er bestehen sollte,
nur so gering sein, dass er sich bei der taglichen hohen Milchabgabemenge verliert
und somit in der Milch nicht nachweisbar ist. Die hohen Abweichungen der
Lactoferrinwerte zwischen den Tieren mit = 3 kinstlichen Besamungen lassen sich
demnach auch durch die unterschiedlichen Laktationszeitrdume erklaren, in denen
sich die Einzeltiere befinden.

Bei der Ziege wird der Einfluss der Laktation wesentlich deutlicher. Da hier auch
Tiere untersucht werden konnten, die in der laufenden Laktation nicht tragend
wurden, konnten diese zum Vergleich herangezogen werden. Hier steigt bei normal
tragend gewordenen Tieren im Zeitfenster nach der Konzeption der Gehalt sogar auf
mehr als das doppelte an, aber dieser Anstieg ist auch bei den Tieren zu
beobachten, die nicht tragend werden und sich in dem entsprechenden
Laktationsfenster befinden. Auch hier steigt der Gehalt von einem geringflgig
niedrigerem Ausgangswert um Uber das doppelte in den entsprechenden
Zeitfenstern der Laktation an. Bei den spater in der Laktation tragend gewordenen
Ziegen ist nach der Konzeption kein wesentlicher Anstieg mehr zu beobachten. Die
Lactoferrinkonzentrationen in der Milch sind jedoch schon vor der Konzeption wie
auch nachher wesentlich héher. Demnach handelt es sich auch hier nicht um einen
Einfluss der etablierten Trachtigkeit, sondern offenbar des Laktationsstadiums.
Gestitzt wird die Aussage dadurch, dass die Lactoferrinverlaufe der drei Gruppen in
der Laktation bei den Ziegen ein gleiches Bild zeigen.

Der mdégliche Einfluss einer ersten Brunst kann nicht belegt oder widerlegt werden,

da hierzu Daten fehlen.
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IGFBP-2-Konzentration in der Milch von Kuh und Ziege wahrend der
Trachtigkeit

Bei von BAUMRUCKER & ERONDU (2000) mittels Western Blot untersuchten
Kihen zeigt sich, dass bei den Tieren, die wahrend der Laktation trachtig werden, die
Konzentrationen von IGFBP-2 und -3 in der Milch auf sehr tiefe Gehalte absinken im
Vergleich zu den Tieren, die nicht tragend werden. Wéhrend der Gehalt an IGFBP-2
in der Milch jeweils vor der Besamung absinkt, steigt er bei den erfolgreich besamten
Tieren in den ersten 10 Wochen nach der Konzeption mit geringen Abweichungen
zwischen den 24 untersuchten Tieren nicht mehr an. Diese Tiere hatten einen
Besamungsindex von 1,5. Sie wurden also frih in der Laktation wieder tragend. Bei
den anderen Tieren steigt der IGFBP-2-Gehalt nach erfolgloser Besamung wieder
langsam an und erreicht in der achten Woche nach der Besamung ein Plateau. Die 8
dargestellten Tiere dieser Gruppe hatten einen Besamungsindex von 3,2. Da dieses
Verhalten nicht von den Blut-IGFBPs reflektiert wird, vermuten die Autoren, dass die
Veranderung in den Milch-IGFBPs durch einen die Milchsynthese modulierenden
Faktor beeinflusst wird, der durch die Trachtigkeit und Laktation gelenkt wird.
BAUMRUCKER et al. zeigten schon 1993 an Hand von Zellkulturen, dass bovine
Epithelzellen der Milchdrise |IGF-Bindungsproteine produzieren, wobei die
Konzentration im Milchdriisendekret vor dem Abkalben stark ansteigt.

Wahrend WEBER et al. (2000) die Synthese von IGFBP-2 mRNA in der Milchdriise
von Farsen noch vor der Geschlechtsreife beschreiben, vermuten PLATH-GABLER
et al. (2001), dass bovines IGFBP-2 keine signifikante physiologische Rolle in der
Milchdriise einnimmt, da es nur schwach exprimiert ist.

Die eigenen Untersuchungen zeigen wie die von BAUMRUCKER & ERONDU
(2000), dass sich bei den Tieren, die frih in der Laktation wieder tragend werden (KB
< 2) ein durchschnittlich geringerer Gehalt an IGFBP-2 in der Milch in den 10
Wochen nach der Konzeption feststellen I&sst, als bei Tieren, die mehr Besamungen
bendtigen. Ware dies jedoch durch die erfolgte Trachtigkeit beeinflusst, so misste
sich das gleiche Verhalten auch bei den Tieren zeigen, die spater in der Laktation
tragend werden. Hier ist jedoch in der vorliegenden Untersuchung bei den Kihen mit
mehr als 2 KB bis zur Trachtigkeit kein Abfall der IGFBP-2-Konzentration in der Milch
nach der Konzeption zu beobachten.

Beobachtet man den weiteren Verlauf bei den Tieren, die frih in der Laktation
tragend wurden, so zeigt sich der flr dieses Laktationsfenster schon oben
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beschriebene Anstieg des |IGFBP-2-Gehaltes in der Milch. Das Absinken der
Absolutwerte bei den Tieren mit 23 KB lasst sich durch die geringe Tierzahl in
diesem Untersuchungsabschnitt erklaren und ist auf Grund dessen auch nicht

signifikant abzusichern.

Bei den normal tragend gewordenen Ziegen ist kein Absinken des IGFBP-2-Gehaltes
in der Milch nach der Konzeption zu beobachten. Zwar zeigt sich bei den spater im
Jahr erfolgreich belegten bzw. besamten Tieren in den 10 Wochen nach der
Konzeption ein Absinken der IGFBP-2-Konzentration in der Milch, diese lasst sich
allerdings dadurch erklaren, dass nur Daten weniger Gemelke vorlagen, da die
vorangegangene Laktation zu Ende ging. Dies spiegelt sich auch in den hohen
Abweichungen von Tier zu Tier in dieser Gruppe wider. Vor der Besamung liegen die
fir diesen Laktationsabschnitt typisch stark erhdhten Werte vor. Zwei wahrend der
ganzen Laktation nicht wieder tragend gewordene Ziegen zeigen den gleichen
Anstieg in einem entsprechenden Zeitraum der Laktation auf wie die normal belegten
Tiere. Die |IGFBP-2-Konzentration der Milch ist jedoch geringer als bei den
gleichzeitig laktierenden und tragenden Tieren. Bei der optischen Darstellung Gber
den entsprechenden Laktationszeitraum (Abb. 40) von der 16. LW bis zum Ende der
Laktation (39. LW) zeigen alle Gruppen ein &hnliches Bild.

KLEMPT et al. (1993) beschreiben, dass in der ovinen Milchdrise wahrend der
Laktation die Expression an IGFBP-2 mRNA niedriger ist als wahrend der
Trachtigkeit. Das Bindungsprotein-2 scheint also, zumindest fir die kleinen
Wiederkauer, eine physiologische Rolle bei Laktation und Trachtigkeit in der
Milchdrise zu besitzen. Bei parallel verlaufender Laktation und Trachtigkeit, wie dies
bei den Ziegen im dargestellten Versuch vorliegt, kdnnte dies eine vermehrte
Expression von IGFBP-2 in die Milch in Folge einer etablierten Trachtigkeit vermuten
lassen, was sich geringflgig in der Milch widerspiegelt. Ansonsten scheint die
synchron verlaufende Trachtigkeit keinen entscheidenden Einfluss auf die IGFBP-2-
Konzentration in der Ziegenmilch zu haben.
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Untersuchungen zur Zellzahl und Mastitis
Bei den Untersuchungen zu Zusammenhangen zwischen den Proteinen Lactoferrin

und IGFBP-2 in der Milch von Kiihen und Ziegen und Entziindungen der Milchdrlse

konnte ein eindeutiger Einfluss festgestellt werden.

Lactoferringehalt der Milch von Kuh und Ziege im Zusammenhang mit
Entziindungen der Milchdrise

Als eine der wichtigsten Funktionen des Lactoferrins wurde schon frih die
antibakterielle Aktivitdt erwahnt (MASSON et. al., 1966). Mehrere Studien
beschreiben erhdhte Konzentrationen von Lf in Euter-Vierteln mit erh6hter Zellzahl
bei Kihen (HARMON et al., 1975, MEYER & SENFT, 1979). Auch mit dem hier
entwickelten Testverfahren wurden analoge Zusammenhange bereits dokumentiert
(SCHMITZ et al, 2004a). HARMON et al. (1975) stellen einen
Korrelationskoeffizienten von 0,57 (p <0,01) zwischen der Zellzahl und dem
Lactoferringehalt in Kuhmilch fest.

Bei Untersuchungen von CHEN et al. (2004) zu Lactoferrin in Ziegenmilch ermitteln
sie in mit Staphylococcus aureus experimentell infizierten Euterhalften einen
Korrelationskoeffizient von 0,97 (48 h nach Infektion) und 0,89 (72 h nach Infektion)
zwischen den Zellzahlklassen und Lf in der Ziegenmilch. Aber auch in Milch aus
nattrlich entziindeten Eutern ist der Lf-Gehalt signifikant hdher als in normaler Milch.
Uber die letzten Jahrzehnte sind viele Untersuchungen zu dieser Thematik
durchgefuhrt  worden, wobei festgestellt wurde, dass ein Anstieg des
Lactoferringehaltes von der Keimart abhangig ist (HARMON et al., 1975, RAINARD,
1986, IYER & LONNERDAL, 1993, KAWAI et al., 1999, FANG et al, 2000). Als
kritische Grenze ist eine niedrige Konzentration von unter 200 pg Lactoferrin /ml
Kuhmilch zu bewerten, da schnell wachsende Keime, wie z. B. E. Coli, nicht
ausreichend Uber Lf bek&mpft werden kdnnen und so klinische Symptome die Folge
sind (HAGIWARA et al., 2003). SURIYASATHAPRON et al. (2000) beschreiben
diese Gefahr fir einen niedrige Zellzahl, wobei diese mit niedrigen Lf-
Konzentrationen einhergeht.

KAWAI et al. (1999) ermittelten flr die Milch von Kiihen mit einer klinischen Mastitis
Werte von 318 bis 2.270 pg Lactoferrin pro ml Milch und bei einer subklinischen
Mastitis eine Spannweite von 199 bis 1.229 pug/ml. Diese Lactoferrinkonzentrationen

sind signifikant hoéher als bei den von ihnen untersuchten gesunden Tieren
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(68 bis 419 pg/ml) (< 70.000 Zellen/ml). Aussagen Uber das Laktationsstadium der
Tiere wurden hierbei nicht gemacht. Die Autoren meinen, dass vor allem die
Auspragung der Infektion und der Erreger auf den Lactoferringehalt Einfluss nehmen.
HAGIWARA et al. (2003) bestatigen diese Aussagen. Sie zeigten, dass die mittlere Lf
Konzentration in mit Staphylococcus aureus und in mit anderen Streptococci (als
Streptococcus agalactiae) infizierten Eutervierteln signifikant hdéher ist als bei denen
mit Koagulase-negativen Staphylococci und Corynebacterium bovis infizierten
Vierteln. Alle, bis auf die mit Corynebacterium bovis infizierten Viertel, unterschieden
sich dabei hinsichtlich des Lf-Vorkommens signifikant von normaler Milch.
HAGIWARA et al. (2003) beschreiben ebenso, dass mit zunehmenden Zellzahlen
auch die Lf-Konzentration in der Milch anzusteigen scheint.

Diese Tendenz lasst sich in der hier vorliegenden Untersuchung eindeutig belegen.
Mit zunehmender Zellzahlklasse steigt der Lf-Gehalt in Kuhmilch signifikant an. Bei
einer Betrachtung der einzelnen Zellzahl-Kategorien féallt auf, dass vor allem bei noch
relativ geringer Zellzahl im physiologisch gesunden Bereich (Zellzahlklasse 1 zu 2)
eine Erhéhung der Zellzahl in der Milch eindeutig mit h6heren Li-Werten einhergeht.
Diese vermehrte Synthese von Lactoferrin zeigt die schnelle Regulation in der
Milchdrise als Vorbeugung gegen eine Entzindung. Hierbei werden bei einer
Zellzahlklasse 2 durchschnittich Werte von 213 ug Lf /ml erreicht, die laut
HAGIWARA et al. (2003) Vorraussetzung dafiir sind, dass schnell wachsende Keime
umgehend bekdmpft werden kénnen. Wahrend in Untersuchungen zur Laktation von
HAGIWARA et al. (2003) mittels radialer Immunodiffusion generell niedrigere Werte
gemessen wurden als bei dem hier entwickelten ELISA, ermittelte die Arbeitsgruppe
fur die Zellzahlklasse 2 Lactoferrinkonzentrationen von 186 pug/ml (n = 39) bei normal
laktierenden Tieren und von 257 ug/ml (n = 29) bei Tieren mit subklinischer Mastitis,
was im gleichen Bereich der hier vorgestellten Ergebnisse liegt.

Bei einem Vergleich der Zellzahlklassen 3 und 4 ist bei den hier untersuchten Kiihen
dann nochmals ein weiterer signifikanter Anstieg zu beobachten, wobei dieser
Bereich genau die Zellzahlbereiche umfasst, die laut DVG (1994) charakteristisch flir
eine erkrankte Milchdrise sind.

Die starken Schwankungen der Lactoferrinwerte auch bei extrem hohen Zellzahlen
geben Hinweise auf wahrscheinlich unterschiedliche Erreger der Entziindungen. Wie
schon beschrieben ist Lactoferrin nicht bei jedem Erreger gleich wirksam, so dass
der Lactoferringehalt nicht unbedingt von der Starke einer Entziindung (hier tber die
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Zellzahl definiert) abh&angt, sondern vor allem stark von dem Erregerspezies und
deren Pathogenitat bestimmt wird.

Bei einer experimentell angeregten Mastitis bei Kihen ist von SCHMITZ et al.
(2004a) mittels des hier entwickelten ELISAs ein héherer Korrelationskoeffizient (r =
0,56) zwischen der Zellzahl und dem Lactoferringehalt festgestellt worden als der in
der vorliegenden Untersuchungen (r=0,36) in Zusammenhang mit natlrlichen

Erhdéhungen der Zellzahl in Kuhmilch.

Bei den beiden in dieser Arbeit dargestellten Bespielkihen fir das Verhalten der
untersuchten Parameter wéahrend einer Mastitis ist schon vor einem Anstieg der
Zellzahl eine Erhdhung des Lactoferringehaltes in der Milch zu beobachten. Damit
wird nochmals die schnell einsetzende Regulation der Lf-Synthese und Sekretion in
die Milch schon vor der Erkrankung bei einer nattrlichen Infektion unterstitzt. Zudem
liegen hier wahrscheinlich entsprechende Erregertypen vor, auf die die Lf-Synthese
sensibel reagiert.

Der starke Anstieg des Lactoferrins liegt bei beiden Tieren um den Zeitpunkt der
Zellzahlspitze wahrend der akuten Mastitis. Danach fallt auf, dass die
Lactoferrinkonzentrationen langsamer als die Zellzahl in der Milch absinken. So ist
auch in der laut Zellzahl und auf Grund fehlender Symptome gesunden Milchdriise
noch ein erhdhter Lf-Gehalt zu finden. Die folgenden immer wieder stark steigenden
Lf-Werte sind als Reaktionen auf die Uberwundene Mastitis zu werten; so geht ein
starker Anstieg des Zellgehaltes bei Kuh 779 hier zwar nochmals mit einem starken
aber nicht mehr so hohen Anstieg des Lactoferrins einher wie wahrend der
vorangegangenen Infektion. Die Ursachen hierfir kénnen vielféltig sein und mit
Erregertypus, geschwéachter Synthese oder anderen Dingen zusammenhangen und
lassen sich an dieser Stelle nicht klaren.

In Versuchen wurde die Reaktion des Lactoferrins auf Infektionen mit bestimmten
Erregern oder Toxinen Uber mehrere Stunden bzw. Tage beobachtet (HARMON &
NEWBOULD, 1980; CARLSSON et al., 1989; SCHMITZ et al., 2004 a u. b.). Diese
Untersuchungen dienen der Einstufung der Zusammenhéange zwischen Erreger und
Lactoferrin bzw. der Einstufung der Reaktionen innerhalb der Milchdrise, sie geben
aber keine Auskunft Uber die natirlichen Infektionen und Gber weiteres Verhalten des
Lactoferrins in der Laktation. Mit den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit kann
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gezeigt werden, dass auch bei einer wodchentlichen Beobachtung des
Lactoferrinwertes schon Aussagen Uber mdgliche Entziindungsvorgange in der
Milchdrise gemacht werden kénnen, obwohl die Zellzahl noch keine Hinweise flr
Erkrankungen gibt. Dabei missen vor allem die vorangegangenen Lactoferringehalte
der Milch beachtet werden, um Schwankungen beim Einzeltier zu erkennen und das
Laktationsstadium muss berlcksichtigt werden. So sind die Werte ganz am Anfang
und zum Ende der Laktation kritisch zu betrachten. Die genauesten Aussagen lassen
sich bei der Betrachtung der Verlaufe des Einzeltieres machen.

KUTILA (2004) kam in ihrer Arbeit sogar zu der Erkenntnis, dass die Gabe von
exogenem Lactoferrin zur Vorbeugung einer Mastitis bei trockenstehenden und auch
laktierenden Kihen dient, vor allem wenn die eigene Konzentration an Lf bei der Kuh
gering ist. Vor allem zu Beginn des Trockenstellens soll es die Tiere vor
Entzindungen schitzen, da hier mdglicherweise mit Pathogenen angereicherte
Milch im Euter verbleibt und die Gefahr einer Infektion sehr hoch ist.

Wenn man die Zellzahlwerte aus Kuhmilch zu Grunde legt ist eine Einstufung der
Eutergesundheit von Ziegen ist auf Grund ihres Zellgehaltes in der Milch nicht
maoglich. Milch gesunder Tiere weist schon einen hohen Gehalt von somatischen
Zellen auf. So wurde in Untersuchungen einer Ziegenherde von CONTRERAS et al.
(1997) zwar in den letzten 10 Jahren nur eine Mastitishaufigkeit von 0,5 bis 1 %
Tieren der Herde pro Jahr ermittelt, aber ein durchschnittlicher Zellgehalt von
2.200.000/ml in der Tankmilch. Diese Ergebnisse werden von anderen bestatigt.
DROKE et al. (1993) ermittelt bei 65,5 % von 71 untersuchten Tankmilchproben aus
Ziegenmilchbetrieben in den USA eine durchschnittliche Zellzahl Gber 1.000.000
Zellen/ml. Es gibt viele Faktoren, wie z.B. das Laktationsstadium oder Infektionen,
die den Zellgehalt von Ziegenmilch beeinflussen (DULIN et al., 1983). Vor allem aber
unterscheidet sich die Zusammensetzung der somatischen Zellen zwischen Kuh- und
Ziegenmilch. Bei Tieren, die frei von Infektionen der Milchdriise sind, machen
neutrophile Zellen 5 bis 20 % der somatischen Zellen in Kuhmilch und 45 bis 87 %
der somatischen Zellen in Ziegenmilch aus (DULIN et al., 1983; MILLER et al., 1991,
DROKE et al. 1993), wobei eine hohe Zellzahl mit steigender Anzahl an Neutrophilen
in Ziegenmilch einhergeht (DROKE et al., 1993). CONTRERAS et al. (1997)
schlieBen aus diesen Zusammenhangen, dass die hohe Anzahl an Neutrophilen in
Ziegenmilch einen Schutz gegen klinische Mastitiden bietet. HARMON &
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NEWBOULD (1980) haben die neutrophilen Leukozyten in Kuhmilch als eine Quelle
fir das Lactoferrin ermittelt. Sie haben festgestellt, dass diese wahrend einer
Infektion nicht die Hauptquelle fur das Lf sind, allerdings kénnte schon vor Ausbruch
einer Infektion die protektive Wirkung durch das Lactoferrin aus der hohen Anzahl an
Neutrophilen in Ziegenmilch ein Grund fir die niedrige Infektionsrate in
Milchziegenherden sein.

CHEN et al. (2004) sehen die Zellzahl bei Ziegen dennoch trotz der hohen Zahlen als
hilfreich bei der Diagnose von Mastitis bei Ziegen. Aber auch sie kdnnen keine feste
Zellzahl zur Mastitisdiagnose nennen auf Grund des schon hohen Zellgehaltes in der
Milch gesunder Ziegen. Die Autoren meinen, dass hier neben der Zellzahl noch
Parameter wie z. B. Lf zur Verbesserung der Mastitisdiagnose genutzt werden
sollten.

In Untersuchungen zur Zellzahl und Lactoferrin in mit Staphylococcus aureus
infizierten Euterhélften (CHEN et al., 2004) zeigt sich innerhalb von 72 h ein
signifikanter Anstieg des cLf von 10 pg/ml Milch bis auf 1000 pg/ml, wahrend in der
Kontrollhalfte das cLf konstant zwischen 10 und 30 pug/ml bleibt. Die Zellzahlklasse
steigt jedoch schon nach 48 h signifikant an und schon nach 24 h ist eine Erhéhung
der Werte zu beobachten, beim Lf erst nach 48 h. Der Staphylococcus aureus ist
dabei fir die Ziege eine durchaus reprasentative Keimart. So fanden CONTRERAS
et al. (1997) in 97 % von infizierten Halften bei Ziegen Staphylococcus spp.

In den hier durchgeflihrten Untersuchungen bei der Ziege sind keine Beobachtungen
Uber die Stunden nach der Infektion mdglich, weil keine experimentell definierte
Inokulation der Milchdriise stattfand. Von daher kann auch Uber die beteiligten
Erreger keine Aussage gemacht werden. Das Beispieltier aus dieser Studie wies ab
der 20. LW Symptome einer klinischen Mastitis auf und wurde daraufhin behandelt.
Es zeigte schon zu beginnender Laktation bei den wéchentlichen Untersuchungen
der cLf-Konzentration erhdéhte Werte wie ebenso Uber der analytisch bedingten
Nachweisgrenze liegende Zellzahlen (> 10.000.000 Zellen/ml), so dass von einer
subklinischen Mastitis, mdglicherweise schon vor der Lammung, ausgegangen
werden kann.

Der starke Anstieg der Lf-Werte weist auf die Manifestierung einer klinischen bzw.
subklinischen Mastitis hin. CHEN et al. (2004) fanden auch bei subklinischer Mastitis
ebenfalls stark erhéhte Lf-Konzentrationen. Etwas spater als die Spitze der Lf-
Konzentrationen zeigen sich auch die klinischen Symptome der Mastitis. Wahrend
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der akuten Mastitis und deren Behandlung sinken die Zellzahlen in der Milch ab. Das
Lf hat schon vorher wieder ein niedrigeres Niveau erreicht. Im Gegensatz zur
Zellzahl, die in der restlichen Laktation relativ niedrig bleibt, zeigt das Lf neben dem
normalen Anstieg zum Ende der Laktation, wie schon bei der Kuh beobachtet, immer
wieder erhdhte Konzentrationen in der Milch. Dies kann in einer schnellen Reaktion
auf Stérungen begrindet sein und zur Bekampfung von Pathogenen dienen. Da es
nicht erneut zu ansteigender Zellzahl oder Symptomen einer Entziindung kommt,

scheint die Regulation der Milchdrlise ausreichend zu sein.

Bei beiden untersuchten Tierarten féllt auf, dass der Anstieg des Lactoferringehaltes
schon vor dem Auftreten klinischer Symptome zu beobachten ist. Auch zeigen
sowohl die Kuh wie auch die Ziege wahrend der restlichen Laktation eine schnelle
Reaktion des Lactoferringehaltes in der Milch. Dies ist méglicherweise als Folge der
Uberwundenen Mastitis zu bewerten. Dieses Verhalten ist bei der Zellzahl nicht zu

beobachten.

IGFBP-2-Gehalt der Milch von Kuh und Ziege in Zusammenhang mit
Entziindungen der Milchdrise

Auch fir das IGFBP-2 ist mit steigender Zellzahl eine ansteigende Konzentration in
der Kuhmilch zu beobachten. Vor allem, wenn auf Grund der Zellzahl schon eine
Erkrankung der Milchdriise belegt werden kann, wie hier zwischen einer
Zellzahlklasse von 4 und 5 (DVG, 1994), steigt der IGFBP-2-Gehalt in der Milch
signifikant an. In einer Ubersichtsarbeit bestatigen BURVENICH et al. (1999) ein
Ansteigen der IGF-Bindungsproteine in der Milch der infizierten Milchdrise. Sie
gehen jedoch dabei nicht weiter auf einzelne Bindungsproteine ein. SCHUSTER et
al. (1995) beobachteten bei einer kinstlichen Infektion von Kihen mit E. Coli, dass
der Gehalt an Bindungsproteinen insulinartiger Wachstumsfaktoren Uber einen
langen Zeitraum nach der Infektion noch ansteigt, was durch eine steigende
Synthese und Sekretion der IGFBPs durch die Epithelzellen der Milchdriise erklarbar
sein kénnte. Klar kénnen die Autoren dabei die Bindungsproteine 2 und 3 im Western
Liganden Blot definieren, weiterhin wird IGFBP-4 vermutet.

Die eigenen Untersuchungen zu IGFBP-2-Konzentrationen wahrend einer akuten
Mastitis bestatigen den Anstieg des Bindungsproteins in der Milch. Zwar sinkt der
Wert zu Beginn der akuten Entztindung bei den beiden dargestellten Kiihen erst ab,
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steigt dann jedoch auf Konzentrationen von 40 ng/ml an. Im Anschluss daran ist der
Verlauf unruhig. So ist nach einem ersten Abfall des IGFBP-2, der mit den fallenden
Zellzahlen einhergeht, ein erneuter Anstieg auf Werte Uber 40 ng/ml zu beobachten,
obwohl die akute Entzindung vorbei ist. Dieses Verhalten ist sowohl bei der
Beispielskuh 779 zu beobachten, die spater in der Laktation nochmals an Mastitis
erkrankt, aber auch bei Kuh 813, welche die restliche Laktation gesund ist.

Bei der Ziege gehen die hohen Zellzahlen schon vor der akuten Mastitis mit sehr
hohen Konzentrationen des IGFBP-2 von mehreren hundert ng pro ml einher. Im
Gegensatz dazu werden bei den gesunden Ziegen auBBer zu Beginn und am Ende
der Laktation IGFBP-2-Konzentrationen von 15 bis 40 ng/ml in der Milch gemessen.
Auch nach der akuten Mastitis und stark abgesunkenen Zellzahlen ist immer noch
der hohe Gehalt des BP-2 zu beobachten. Erst am Ende der Laktation sinkt er auf
das fir dieses Laktationsstadium entsprechenden Niveaus ab. Insgesamt verlduft die
Konzentration jedoch unruhig. Das IGFBP-2 scheint dabei schneller auf
physiologische Stdérungen zu reagieren als die Zellzahl. Wie bei der Kuh sinkt der
Gehalt aber nicht nach der akuten Entzindung ab, sondern bleibt fir einige Wochen
auf einem hohen Niveau.

Eine massive Stérung im physiologischen Gleichgewicht der Milchdrise muss auf
Grund der IGFBP-2-Spitze schon vor der akuten und behandelten Entziindung
vorgelegen haben. Die ebenfalls zurlckgegangene Milchleistung zu diesem
Zeitpunkt bestatigt dies.

Andere Kuh- und Ziegenmilchinhaltsstoffe in Zusammenhang mit
Entziindungen der Milchdrise

Die anderen Milchinhaltsstoffe zeigen bei den dargestellten Beispieltieren das im
Folgenden diskutierte Verhalten bei einer natlrlich aufgetretenen Mastitis.

Bei beiden Beispielkihen ist wahrend bzw. schon vor einer akuten Mastitis ein
Einbruch des Lactosegehaltes in der Milch zu beobachten. Dieses Verhalten wird
durch die Stérung der Blut-Euter-Schranke in Folge einer Mastitis méglich. W&hrend
sie beim gesunden Tier (auBer in der Frihlaktation) impermeabel fir Lactose ist, wird
bei einer Stoérung Lactose Uber das Blut und dann Uber den Harn ausgeschieden
(SCHULZ et al. 1998).
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Wahrend der akuten Mastitis ist bei den beiden hier untersuchten Kihen ein héherer
Fettgehalt als zwischen den Mastitiden zu beobachten. Bei Kuh 779 sinkt er dort
teilweise auf ein sehr niedriges Niveau ab (2,5 % bis 4,3 %) ab. WENDT et al. (1994)
beschreiben, dass der Milchfettgehalt im  Falle eines  deutlichen
Milchmengenriickganges ansteigt, ansonsten jedoch durch die verminderte Synthese
wahrend einer Mastitis absinkt. So lassen sich die Anstiege wéahrend der akuten
Erkrankung bei beiden dargestellten Tieren erklaren. Auch SURIYASATHAPRON et
al. (2000) beschreiben die positive Korrelation von Milchfett und Zellzahl.

Die verminderte Milchfett-Synthese bei Kuh 779 nach der akuten Erkrankung weist
wie schon das Verhalten des Lactoferrins auf Stérungen im physiologischen
Gleichgewicht des Euters hin.

Bei der in dieser Untersuchung dargestellten an Mastitis erkrankten Ziege ist kein
Einfluss wahrend der Erkrankung auf den Milchfettgehalt zu beobachten. Lediglich
am Ende der Laktation sinkt der Wert etwas ab, was jedoch nicht mehr in
Zusammenhang mit der entziindeten Milchdriise gebracht werden kann. ZENG &
ESCOBAR (1994) beobachteten in Ziegenmilch jedoch eine negative Korrelation der
Zellzahl zum Fettgehalt.

Ebenso korreliert ihrer Ansicht nach die Milchproduktion negativ mit der Zellzahl. Bei
der hier dargestellten Ziege ist der Einbruch der Milchleistung vor der akuten Mastitis
bei schon sehr hohen Zellzahlen zu beobachten, was diese Vermutung bestatigt.
Nach WENDT et al. (1994) verandert sich der Gesamtproteingehalt in der Kuhmilch
bei einer Mastitis nur unbedeutend, da der Anteil des Caseins zwar durch eine
verminderte Synthese abnimmt, der Anteil an Molkenproteinen jedoch durch Ubertritt
aus dem Blut ansteigt. Bei der dargestellten Kuh 779 sinkt der Proteingehalt vor dem
ersten dargestellten Mastitisfenster jedoch stark (auf 2,4 %) ab. Danach ist ein
stetiger Anstieg bis auf ein Niveau von 4,15 % in der 40. LW zu beobachten. Auch
GRABOWSKI (2000) stellt das Protein, abgesehen von der Futterung, als relativ
autonomen Parameter dar, der nicht mit der Zellzahl korreliert. Es ist also davon
auszugehen, das hier eher ein Einfluss durch die Futterung in Form eines
Energieliberschusses vorliegt (KIRCHGESSNER, 1997) als durch die Erkrankung
der Milchdrise.

Der leichte Anstieg des Gesamtproteins bei Kuh 813 wahrend der akuten Mastitis ist

mdglicherweise auf einen leichten Rickgang der Milchmenge oder einen starken
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Anstieg des Molkenproteins zuriick zu fihren, da sie ansonsten eine sehr konstante
EiweiBkonzentration in der Milch aufweist.

Bei der dargestellten Ziege zeigt sich kein Einfluss der Mastitis auf den
Milchproteingehalt.

GUTJAHR et al. (1997) fihren an, dass bei klinischen Mastitiden der Harnstoffgehalt
in der Milch sinkt. Da dieser Parameter eher der Beurteilung der Stoffwechsellage
der Kuh dient, kénnte dieser Umstand nach ihnen zu Fehleinschatzungen hinsichtlich
der Fltterung fihren. Zwar sinkt auch bei den beiden hier dargestellten Kihen der
Harnstoffgehalt anfangs ab, was sich jedoch in den Grenzen bewegt, die keine
Anderung der Fiitterung veranlassen wiirden. Zudem kommt es im Fenster der
akuten Erkrankung und unter der Behandlung der Mastitiden schnell wieder zu einem

Anstieg des Harnstoffgehaltes in der Milch.

Vergleich der verschiedenen Melkgruppen in Bezug zur Zellzahl
Bei einem Vergleich der Zellzahlen in den verschiedenen Melkgruppen lassen sich

Unterschiede nachweisen, denen verschiedene Ursachen zu Grunde liegen kénnen.
So besteht die Gruppe lll, die im Fischgraten-Melkstand gemolken wurde, aus einer
heterogenen Tiergruppe, wobei ein groBer Anteil aus alteren Kiihen und aus Tieren
mit niedrigeren Milchleistungen besteht. Hier waren auf Grund dieser Umsténde
hdhere durchschnittliche Zellzahlen zu erwarten, die sich in der Auswertung bestatigt
haben. Allerdings weisen die Kihe der Gruppe Il eine anndhernd gleiche
Altersstruktur mit mehr Kihen in héheren Laktationsnummern auf, haben jedoch
durchschnittlich niedrigere Zellzahlen. Hier spielen also anscheinend andere
Umsténde der Einzeltiere eine Rolle. So besteht die Gruppe Il ebenfalls aus einer
Gruppe von homogenen Versuchstieren. Dass das Alter bzw. die Laktationsnummer
nicht unbedingt ein Grund flir erhdhte Zellzahlen ist, zeigt auch der Vergleich der
Tiere aus der Gruppe Il (mit &lteren Tieren) und dem Anteil der Tiere aus der Gruppe
I, die wie die Gruppe Il im Melkkarussell gemolken wurden. Hier ist kein Unterschied
in der Zellzahlklasse zu erkennen.

Interessant ist besonders der Unterschied in der Zellzahl zwischen den Tieren der
homogenen Versuchsgruppe |, die im automatischen Melksystem und im
Melkkarussell gemolken wurden. Im AMS hatten die Tiere durchschnittlich niedrigere
Zellzahlen in der Milch als die des Melkkarussells. Dieses Ergebnis wird durch die

Untersuchungen der Tanksammelmilch von den gleichen Tieren UGber einen langeren
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Zeitraum von 29 Monaten durch WIRTZ (2003) bestatigt. Wahrend im
konventionellen Melksystem die Zwischenmelkzeit zwischen 10 und 14 h lag,
besuchten die Kihe den Melkautomaten im Schnitt alle 7,8 h. Im Gegensatz dazu
beschreiben andere Autoren den gegenteiligen Effekt, d.h. dass die klrzeren
Zwischenmelkzeiten im AMS gegenlber dem konventionellen Melksystem mit
héheren Zellzahlen einhergehen (HAMANN & GYODI 2000, SCHOLZ et al., 2001;
BARTH, 2001).
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4  Schlussbetrachtung

Flr beide in dieser Arbeit betrachteten Proteine konnten nicht-radioaktive enzym-
immunologische Testsysteme entwickelt werden, mit denen die Gehalte in der Milch
von KlUhen und Ziegen routinemaBig mit hohem Probendurchsatz gemessen werden
konnten. Auf diesem Weg waren quantitative Aussagen Uber das Vorkommen von
IGFBP-2 und Lactoferrin in der Milch von Kiihen und Ziegen wahrend verschiedener
physiologischer Zustédnde (Graviditat. Laktation) sowie in Abhangigkeit von der
Eutergesundheit méglich.

Far den praktischen Einsatz konnten folgende Erkenntnisse gewonnen werden:

Will man die Lactoferrinkonzentration in der Milch zur Mastitsdiagnose nutzen, muss
immer das Laktationsstadium der Tiere berlcksichtigt werden, da sich im Verlauf der
Laktation die Lf-Konzentrationen in der Milch &ndern. Umgekehrt darf mit der Milch
euterkranker Klihen ebenfalls keine Aussage zur Lf-Konzentration im
Laktationsverlauf gemacht werden, da auch hier ein erheblicher Einfluss auf den Lf-
Gehalt der Milch vorliegt.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein eindeutiger Einfluss der Trachtigkeit auf den
Gehalt des IGFBP-2 in Kuh- bzw. Ziegenmilch nachgewiesen werden. Aussagen aus
der Literatur, wonach die Konzeptionschancen von Milchkiihen anhand der BP-2-
Konzentrationen beurteilt werden kdnnten, sind damit widerlegt. Ein Einsatz von
IGFBP-2-Messungen in der Milch zu diesem Zweck kann somit weder bei der Kuh
noch bei der Ziege empfohlen werden.
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5 Anhang

Chemikalien und Puffer

Reinstwasser
Leitungswasser aufbereitet Gber zweistufige Umkehrosmose (elect water purifier,
USF Deutschland GmbH, Rausbach-Baumbach)

PBS

0,136 M NaCl

8,1 mM Na,HPO, (Sigma)
2,7 mM KClI (Sigma)
1,5 mM KH2POy4 (Sigma)
pH 7,4

Elekirophorese und Western Blot

Trenngel 10-%ig (10 ml)

3,3 ml Acrylamid (30 %) (rotiphorese® Gel A, Roth)
1,32 ml Bisacrylamid (2 %) (rotiphorese® Gel B, Roth)
2,5ml Trenngelpuffer:
1,5 M Tris/Cl (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Roth, pH
8,8 mit HCI eingestellt)
0,4 % SDS (Natriumdodecylsulfat, Sigma)
1,9 ml H20
Trenngel 12-%ig (10 ml)
4,0 ml Acrylamid (30 %)
1,6 ml Bisacrylamid (2 %)
2,5ml Trenngelpuffer (s.0.)

Das Gemisch wird entgast und jeweils mit

45 ul 10 % Ammoniumpersulfat-Lésung (Sigma)
5 ul TEMED (Roth)
versetzt.

Sammelgel 5,6-%ig (6 ml)

1,25 ml Sammelgelpuffer:
0,5 M Tris/Cl pH 6,8
4 % SDS
0,45 ml Acrylamid (30 %)
0,3 ml Bisacrylamid (2 %)
4,0 ml HQO
Das Gemisch wird entgast und mit
45 ul 10 % Ammoniumpersulfat-Lésung
10 pl TEMED

versetzt.
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SDS-Probenpuffer (2x konzentriert)

3 mi Bromphenolblau-Lésung:

20 mg Bromphenolblau (Sigma)
10 ml 0,1 M Tris/Cl pH 7,5

40 ml Glycerin (Merck)

10 ml 20 % SDS-Lésung

4 ml 1 M Tris/Cl pH 6,8

mit H,0 auf 100 ml auffillen

Probenpuffer (2x konzentriert) mit Mercaptoethanol
s.0. mit Zusatz von
4 ml 2-Mercaptoethanol (Sigma)

Laufpuffer
25 mM Tris

0,2M Glycin (Roth)

0,1 % SDS

Farbeldsung fur Gele

259 Coomassiebrilliantblau (Brillant Blau R 250, Roth)
454 m| Methanol (Roth)

92 ml Eisessig (Roth)

mit H-O auf 1 | auffillen

Entfarbelésung

100 ml Methanol
150 ml Eisessig
mit H-O auf 1 | auffillen

Transferpuffer

50 mM Tris/Cl
0,38 M Glycin

pH 8,3

200 ml Methanol
mit H-O auf 1 | auffiillen

Caseinldsung

0,05 M NaOH (Roth)

2,5 % Casein (Sigma)

1,5 mM EDTA (Dinatriumsalz Dihydrat, Roth)

200 pl/l Proteaseninhibitor (Complete™, Boehringer Mannheim)
20 ml/l ProClin 150® (1 %, Supelco, Bellefonte, PA, USA)
pH 7,2

BSA-Lésung

5% BSA (Sigma)

0,1 % Tween 20 (Roth)

in PBS
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Verdiinnungspuffer flir Antiseren

1% BSA
0,1 % Tween 20
in PBS

Waschpuffer
10 % PBS

0,05 % Tween® 20
pH 6,9

DAB-L&sung

20 ml PBS

20 |.1| H.0, (30 °/o)

12 mg DAB

400 pl CoCl-Lésung (1 %)

Enzymimmunoassay

Beschichtungspuffer
0,05 M NaHCO;

200 pl/l Proteaseninhibitor
20 ml/l ProClin 150®

pH 9,6

Testpuffer

0,12 M NaCl

0,02 M NagHPO4

0,01 M EDTA

0,005 % Chlorhexidin
0,01 M Gelantine

0,1 % Tween® 20

0,002 % Phenolrot

200 pl/l Proteaseninhibitor
20 ml/l ProClin 150®

mit H,O auf 1 | auffillen

Waschpuffer (Stammlésunq)

PBS (10x):
1,36 M NaCl
81 mM NagHPO4
27 mM KCI
15 mM KHQPO4
5% Tween® 20
20 ml/l ProClin 150®

pH 6,8

(Fischar, Scheidt/Saar, Osterreich)
(3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid,
Sigma)

(Sigma)

(Roth)

(Sigma)
(Gelantin Hydrolysate, Sigma)

(Merck)
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Waschpuffer

10 ml Stammldsung

20 ml/l ProClin 150®
mit H.O auf 1 | auffillen
Substratpuffer

0,05M Citronensaure
0,055 M NaHPO,

0,05 % Harnstoffperoxyd
20 ml/l ProClin 150®
pH 4,05

TMB-Stammldsung
12,5 mg TMB

1 ml DMSO
Substratldsung

17 ml Substratpuffer
340 pl TMB-L6ésung
Stoppreagenz

1M Oxalséure

(Roth)

(Sigma)

(3,37,5,5"-Tetramethylbenzidin, Roth)

Dimethylsulfoxid, Sigma)

(Roth)



Anhang 125
Tabelle 9: Die gemessenen Parameter (X + SEM) und Anzahl der untersuchten
Milchproben (n) Uber die einzelnen Laktationswochen in der Kuhmilch
Laktations- Lf  IGFBP-2 Fett  Eiwei Lactose Zellzahl Harnstoff (n:;‘:\ol/
woche (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%) (%) (in 1000) (ppm) 100gFett)
X 3894 595
0 SEM 222 69,1
n 48 16
X 199 43,9 4,97 3,58 4,55 79,32 216 0,53
1 SEM 54,8 9,38 0,22 0,08 0,03 8,59 10,9 0,23
n 19 7 19 19 19 19 19 5
X 159 26,8 4,42 3,32 4,71 69,58 213 0,49
2 SEM 19,9 3,35 0,15 0,05 0,03 7,53 9,66 0,19
n 29 14 30 30 29 30 30 10
X 128 25,5 4,17 3,12 4,81 54,23 197 0,37
3 SEM 13,7 2,71 0,13 0,04 0,02 5,38 7,66 0,13
n 39 19 39 39 38 39 39 11
X 152 25,4 3,91 2,99 4,75 46,60 209 0,42
4 SEM 19,1 3,39 0,12 0,05 0,06 5,46 8,85 0,22
n 37 12 37 37 37 37 37 11
X 127 20,6 3,88 3,00 4,82 53,86 219 0,32
5 SEM 14,4 2,24 0,09 0,04 0,04 5,41 7,78 0,13
n 45 19 46 46 45 46 46 15
X 167 18,3 3,69 3,01 4,85 45,46 243 0,44
6 SEM 27,68 2,24 0,10 0,05 0,02 5,22 8,48 0,14
n 40 16 40 40 40 40 40 11
X 151 18,0 3,75 3,02 4,83 47,81 242 0,58
7 SEM 18,4 2,32 0,11 0,05 0,03 4,70 6,88 0,11
n 45 24 45 45 44 45 45 12
X 142 18,3 3,66 3,00 4,86 44,20 256 0,56
8 SEM 16,2 1,79 0,10 0,03 0,02 4,20 8,37 0,11
n 47 17 47 47 43 47 47 12
X 161 17,7 3,73 3,03 4,85 47,13 281 0,45
9 SEM 20,1 2,35 0,13 0,04 0,02 5,14 12,54 0,10
n 41 14 43 43 42 43 43 9
X 174 16,5 3,55 3,09 4,83 55,94 255 0,46
10 SEM 24,9 1,95 0,10 0,04 0,02 5,33 7,46 0,12
n 45 14 46 46 46 46 46 14
X 156 15,7 3,76 3,08 4,82 60,82 265 0,63
11 SEM 16,4 1,71 0,09 0,03 0,01 5,67 8,10 0,10
n 47 18 49 49 47 49 49 13
X 156 16,1 3,60 3,08 4,79 49,78 260 0,66
12 SEM 13,8 1,35 0,08 0,04 0,04 4,58 8,75 0,12
n 50 23 50 50 49 51 50 11
X 166 18,4 3,70 3,13 4,82 53,54 258 0,70
13 SEM 14,5 2,15 0,09 0,03 0,02 4,56 7,56 0,15
n 49 17 50 50 50 50 50 13
X 184 14,4 3,84 3,18 4,83 56,24 255 0,78
14 SEM 15,2 2,14 0,09 0,04 0,02 4,80 6,88 0,16
n 50 19 53 53 52 53 53 15
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Laktations- Lf IGFBP-2 Fett  EiweiB Lactose Zellzahl Harnstoff (n:rol/
woche (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%) (%) (in 1000) (ppm) 100gF)
X 163 18.3 3.83 3.19 480 5359 254 0.81

15 SEM 17,6 267 0,09 0,04 0,02 419 9,08 0,12
n 46 19 46 46 46 46 46 13

X 149 206 3.71 3.15 481 5212 261 0.81

16 SEM 137 4,30 0,07 0,03 0,01 4,33 7.74 0.13
n 46 21 48 48 48 48 48 13

X 210 18.9 3.76 3.03 478 5008 249 0.84

17 SEM 17,9 277 0,08 0,03 0,02 4.86 9,08 0,08
n 44 19 44 44 44 44 44 19

X 206 18.3 3.95 321 478 5344 252 0.93

18 SEM 23,1 1,61 0,11 0,05 0,02 4,36 8,23 0,15
n 48 21 48 48 48 48 48 18

X 178 21.2 4.03 3.05 475 5897 251 0.81

19 SEM 165 2.40 0,13 0,04 0,03 4,54 8,56 0,10
n 44 17 46 46 43 46 46 20

X 219 176 3.85 3.05 471 6146 255 0.72

20 SEM 188 1,79 0,11 0,04 0,03 5,42 8,19 0,12
n 43 19 45 45 44 45 45 20

X 200 221 3.86 3.32 479 6173 252 0.83

21 SEM 195 229 0,09 0,04 0,02 514 7.97 0,10
n 45 16 45 45 43 45 45 19

X 228 21.3 3.84 3.29 477 5716 264 0.80

22  SEM 346 222 0,12 0,04 0,02 4.46 8,56 0,12
n 46 21 48 48 47 48 48 20

X 203 202 3.90 327 474 64838 256 1,02

23 SEM 17,3 238 0,08 0,04 0,04 4.48 8,82 014
n 49 21 49 49 49 49 49 15

X 232 184 3.93 3.06 473 67.04 261 0.77
24 SEM 244 2,31 0,11 0,04 0,03 6,06 9,19 0,11
n 45 21 45 45 45 45 45 19

X 228 20.9 3.82 3.30 477 6434 241 0.95

25 SEM 182 242 0,09 0,03 0,03 512 1005 013
n 43 19 43 43 43 44 43 18

X 201 17.9 3.92 3.06 473 5900 243 0.85
26 SEM 204 2.45 0,10 0,05 0,05 4,84 9,95 0,12
n 40 19 40 40 40 40 40 18

X 297 26.1 4.09 3.36 477 5804 264 0.84
27 SEM 424 3.32 0,08 0,04 0,02 4,81 1092 040
n 41 19 42 42 41 42 42 16

X 248 205 412 3.35 473 6802 248 0.77
28 SEM  27.4 2.96 0,12 0,05 0,03 5.91 1197 0411
n 36 16 37 37 36 37 37 15

X 215 247 4.06 3.40 475 6264 247 0.77

29 SEM 19,8 3,28 0,10 0,05 0,04 588 1277 0,14
n 31 12 31 31 31 31 31 13

X 239 18.7 4.09 3.40 473 7789 256 0.95

30 SEM 352 3.18 0,10 0,05 0,03 612 1047 010
n 40 13 40 40 40 40 40 12

X 276 15.6 417 3.41 475 6756 248 0.82

31 SEM 338 265 0,12 0,05 0,02 559 1087 008
n 33 7 33 33 33 33 33 14
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Laktations- Lf  IGFBP-2 Fett  Eiwei Lactose Zellzahl Harnstoff (n:;‘:\ol/
woche (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%) (%) (in 1000) (ppm) 100gFett)
X 228 18.7 4.00 3.36 472 604 258 1.01
32 SEM 27.0 3.82 0,11 0,05 0,04 5,99 10,0 0,14
n 33 7 34 34 34 34 34 12
X 231 219 3.99 337 478 64.6 253 0.79
33 SEM 28,5 426 0,13 0,04 0,02 7.36 14,0 0,08
n 27 7 27 27 27 27 27 13
X 202 205 417 3.45 4.72 70.4 242 0.76
34 SEM 336 3.33 0,09 0,06 0,05 6,74 9,51 0,08
n 34 8 35 35 34 35 35 13
X 284 245 428 3.55 475 732 234 0.79
35 SEM 38.0 3.10 0,10 0,05 0,02 7.04 10,4 0,11
n 31 9 32 32 31 32 32 17
X 241 18.3 401 3.43 473 69.6 233 0.95
36 SEM 24,2 263 0,10 0,05 0,02 6,21 10,7 0,12
n 34 8 34 34 34 34 34 15
X 305 249 413 3.44 474 745 250 0.78
37 SEM 55,0 243 0.14 0,05 0,03 709 1045 0,09
n 29 4 29 29 28 29 29 11
X 284 285 4.20 3.45 470 80.0 245 0.95
38 SEM 29.0 277 0,11 0,05 0,03 6,65 10,0 0,18
n 31 3 31 31 31 31 31 14
X 261 27.0 4.40 357 4.78 82.6 237 116
39 SEM 39.2 452 0,12 0,06 0,04 6,77 118 0,32
n 29 3 29 29 29 29 29 14
X 265 243 426 357 472 76.7 244 0.76
40 SEM 26.3 485 0,11 0,06 0,04 7.47 12,0 0,08
n 27 3 27 27 25 27 27 12
X 279 29.3 4.41 3.63 475 78.2 237 0.95
41  SEM 28.9 471 0,10 0,06 0,04 5.87 12,2 0,16
n 29 5 29 29 29 29 29 13
X 269 333 4.40 3.64 4.69 80.9 230 0.89
42 SEM 65.7 3.25 0,14 0,08 0,05 6,75 12,8 0,18
n 22 2 22 22 22 22 22 6
X 283 317 453 3.76 474 83.4 235 0.77
43 SEM 39.3 5,12 0.17 0,08 0,03 8.44 9,80 0,13
n 21 4 21 21 20 21 21 9
X 326 243 438 3.66 471 83.0 242 0.77
44  SEM 64,0 5,14 0,14 0,08 0,05 6,69 115 0,28
n 22 5 22 22 22 22 22 6
X 173 204 447 3.73 477 72.6 246 0.85
45 SEM 38,1 1,78 0,13 0,07 0,05 8,20 14,6 0,12
n 16 4 16 16 16 16 16 3
X 272 257 455 3.66 478 89.6 254 113
46 SEM 327 257 0,19 0,08 0,04 7.18 13,3 0,42
n 20 5 19 19 18 20 19 3
X 272 251 4.65 3.84 4.84 79.2 254 0.71
47  SEM 44.6 1,90 0,18 0,10 0,12 9,82 18,3
n 12 2 12 12 12 12 12 1
X 284 408 471 3.84 472 87.8 249 0.72
48  SEM 71,3 456 0,21 0,08 0,05 9,23 15,2 0,32
n 11 2 11 11 11 11 11 2
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Laktations- Lf  IGFBP-2 Fett  Eiwei Lactose Zellzahl Harnstoff (n:rol/
woche (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%) (%) (in 1000) (ppm) 100gFett)
X 173 265 431 3.43 461 56.5 248 0.69
49  SEM 37.9 0.25 0,22 0,21 9.19 17,4
n 7 1 7 7 7 7 7 1
X 206 155 3.36 357 483 67.6 232 1,08
50 SEM 457 0,46 0,06 009 1494 325
n 4 1 3 3 3 4 3 1
X 302 21.6 4.35 3.75 4.86 58.9 234
51  SEM 108 3,31 0,44 0,26 009 1662 341
n 5 2 5 5 5 5 5
X 437 138 4.90 3.81 473 92.6 232 0.76
52 SEM 211 0,41 0,18 009 2205 245
n 4 1 4 4 4 4 4 1
Xt 502 4.39 3.73 472 87.3 291
53 SEM 106 0,17 0,03 018 3039 314
n 3 3 3 2 3 3
X 360 414 455 3.75 482 78.3 249
54 SEM 237 0,10 0,05 015 2550 340
n 3 1 3 3 3 3 3
X 224 317 443 3.72 484 712 270
55 SEM 81,7 0,22 0,10 0,06 1545 134
n 5 1 5 5 5 5 5
X 120 241 421 3.75 4.98 86.1 235
56 SEM 29,3 0,14 0,18 0,05 2,60 18,5
n 3 1 3 3 3 3 3
X 247 463 3.81 487 69.7 226
57 SEM 94,5 0,21 0,19 007 1068 140
n 4 4 4 4 4 4
X 333 5.18 415 4.80 847 202 0.38
58 SEM 236 0,56 0,24 023 2129 432
n 2 2 2 2 2 2 1
X 519 228 5.43 4.37 4.99 128 137
59 SEM
n 1 1 1 1 1 1 1
X 308 35.0 3.99 3.29 477 62.1 248 077
T SEM 15,4 3,96 0,02 0,01 0,00 0,84 1,42 0,02
n 1821 639 1795 1795 1765 1799 1795 612
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Tabelle 10: Jahreszeitlicher Verlauf der gemessenen Parameter (X + SEM) und

Anzahl der untersuchten Milchproben (n) in der Kuhmilch *

Kalender- Lf IGFBP-2 Fett EiweiB Lactose ;ellzahl Harnstoff (mfrfr?ol /
woche (ug/ml)  (ng/ml) (%) (%) (%) (in 1000) (ppm) 100gFett)
JANUAR
X 184 29,2 4,08 3,42 4,81 69,4 266
3 SEM 18,1 2,49 0,07 0,04 0,02 4,53 4,54
n 61 10 61 61 31 61 61
X 77,0 26,5 3,76 3,36 4,79 59,9 247
4 SEM 5,81 2,69 0,08 0,05 0,02 4,47 4,77
n 61 9 61 61 61 61 61
X 67,7 20,3 4,04 3,43 4,79 70,6 256
5 SEM 3,89 2,05 0,08 0,04 0,02 4,66 3,72
n 64 9 64 64 64 64 64
FEBRUAR
X 210 26,1 4,18 3,38 4,82 62,5 286
6 SEM 14,6 242 0,13 0,04 0,02 4,72 5,67
n 56 12 52 52 52 56 52
X 138 26,3 3,98 3,35 4,81 65,9 246
7 SEM 10,17 3,29 0,08 0,05 0,02 5,24 4,73
n 55 9 55 55 55 55 55
X 160 30,4 3,88 3,40 4,82 60,6 247
8 SEM 18,9 2,73 0,09 0,04 0,02 5,34 4,11
n 53 14 58 58 58 58 58
X 393 25,7 4,08 3,45 4,79 60,7 270
9 SEM 59,6 2,61 0,09 0,07 0,03 6,97 6,41
n 26 6 26 26 26 26 26
MARZ
X 187 26,3 4,22 3,45 4,84 60,0 259
10 SEM 20,6 2,89 0,11 0,06 0,02 4,65 6,32
n 53 17 53 53 53 53 53
X 229 28,8 4,17 3,43 4,81 59,7 230
11 SEM 23,6 6,21 0,08 0,05 0,02 4,86 4,78
n 55 14 56 56 56 56 56
X 276 16,8 4,12 3,47 4,81 59,5 209
12 SEM 18,3 3,73 0,10 0,05 0,02 4,98 4,60
n 59 17 59 59 59 59 59
X 259 18,6 4,20 3,43 4,80 61,9 206
13 SEM 38,7 2,26 0,10 0,04 0,02 4,18 4,41
n 60 17 61 61 61 61 61
APRIL
14 Keine Probennahme (MKS-SchutzmaBnahme)
X 134 19,9 3,96 3,12 4,50 61,7 216
15 SEM 9,96 1,96 0,10 0,08 0,09 4,68 5,56
n 52 19 52 52 52 52 52
16 Keine Probennahme (MKS-SchutzmaBnahme)
X 293 18,4 4,11 3,28 4,77 59,2 204
17 SEM 26,4 1,72 0,08 0,04 0,02 4,37 3,55
n 62 24 64 64 64 64 64
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Kalender- Lf  IGFBP-2 Fett EiweiB Lactose Zellzahl Harnstoff (mf;fol/
woche (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%) (%) (in 1000) (ppm) 100gFett)

MAI
18 Keine Probennahme (MKS-SchutzmaBnahme)
X 241 16,0 4,18 3,30 4,76 63,0 304
19 SEM 22,5 1,09 0,08 0,04 0,02 4,79 6,13
n 62 24 62 62 62 62 62
20 Keine Probennahme (MKS-SchutzmaBnahme)
X 244 15,5 3,93 3,23 4,76 65,1 339
21 SEM 24,5 1,58 0,09 0,04 0,02 4,86 6,44
n 62 22 62 62 62 62 62
X 159 21,7 4,10 3,20 4,77 65,7 350
22 SEM 10,0 5,93 0,11 0,04 0,03 4,81 6,13
n 62 9 63 63 63 63 63
JUNI
X 326 18,5 4,06 3,24 4,72 67,0 313
23 SEM 30,3 1,99 0,08 0,05 0,02 4,40 5,87
n 59 23 66 66 66 66 66
24 Keine Probennahme
X 98,8 14,5 3,74 3,18 4,78 59,4 314
25 SEM 8,19 1,24 0,07 0,04 0,02 4,37 4,93
n 63 27 63 63 63 63 63
X 250 18,3 4,14 3,18 4,78 63,9 292
26 SEM 14,5 1,95 0,11 0,04 0,02 4,36 6,50
n 57 26 57 57 57 57 57
JULI
X 248 30,0 3,86 3,10 4,76 71,6 291 0,56
27 SEM 36,0 1,65 0,07 0,04 0,02 4,87 4,86 0,05
n 60 27 62 62 62 62 62 32
28 Keine Probennahme
X 197 26,5 3,94 3,16 4,74 60,4 197 0,81
29 SEM 114 2,85 0,06 0,03 0,02 4,16 4,05 0,05
n 50 22 50 50 50 50 50 50
X 245 27,4 4,30 3,29 4,76 61,2 236 0,69
30 SEM 20,1 2,58 0,13 0,04 0,02 4,70 4,42 0,04
n 55 26 55 55 55 55 55 55
X 171 23,5 3,80 3,21 4,75 60,5 229 0,85
31 SEM 9,84 1,79 0,07 0,04 0,02 4,55 3,98 0,04
n 66 31 66 66 66 66 66 66
AUGUST
X 151 22,5 3,43 3,22 4,76 58,9 234 0,71
32 SEM 13,6 2,87 0,08 0,04 0,02 5,18 4,23 0,06
n 57 27 58 58 58 58 58 58
X 218 18,8 3,86 3,20 4,79 59,8 228 0,78
33 SEM 20,0 2,33 0,08 0,04 0,02 4,64 3,36 0,05
n 59 27 59 59 59 59 59 59
X 209 15,8 3,97 3,26 4,79 57,6 250 0,80
34 SEM 16,8 1,72 0,10 0,04 0,02 4,00 4,49 0,04
n 56 24 56 56 56 56 56 56
X 154 15,0 3,91 3,20 4,78 59,7 225 1,28
35 SEM 10,6 1,53 0,08 0,04 0,02 4,26 5,00 0,07
n 62 31 62 62 62 62 62 62
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Kalender- Lf  IGFBP-2 Fett EiweiB Lactose Zellzahl Harnstoff (mfrf:m/
woche (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%) (%) (in 1000) (ppm) 100gFett)

SEPTEMBER
36 X 251 12,0 383 325 474 56,5 184 0.74
SEM 12,8 1,19 010 004 0,02 4,30 4,09 0,06
n 59 25 62 62 62 62 62 62
X 366 19,7 382 328 478 59.9 180
37 SEM 255 115 007 003 0,02 4,93 434
n 58 25 58 58 58 58 58
X 245 20.2 428 331 477 62,3 171 0,55
38 SEM 17,4 1,63 012 004 0,02 4,75 479 0,12
n 51 24 54 54 54 54 54 54
X 260 16,8 396 341 479 59.9 173 0,53
39 SEM 18,7 1,23 0410 005 0,03 4,38 3,93 0,08
n 58 26 58 58 58 58 58 58
VERSUCHSENDE
X 210 206 399 320 477 62.1 248 0.77
> SEM 4,00 0,45 002 001 0,00 0,84 1,42 0,02
n 1773 623 1795 1795 1765 1799 1795 612

* ab Laktationswoche 1, d, h, ohne Kolostralmilchproben
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Tabelle 11: Die gemessenen Parameter (X + SEM) und Anzahl der untersuchten
Milchproben (n) tber die einzelnen Laktationswochen in der Ziegenmilch
der Laktation 2001

Laktations- Lf IGFBP-2 Fett EiweiB Zellzahl Milch
woche (pg/ml) (ng/ml) (%) (%) (in 1000) (kg/Tag)
0 X 387 936
SEM 68,8 203
n 20 20
1 X 61,6 65,2 3,86 4,67 1109 3,40
SEM 249 8,77 0,13 0,31 643 0,40
n 20 20 2 2 15 2
2 X 15,4 38,8 3,54 4,80 257 2,70
SEM 5,88 4,71 0,10 0,66 70,5 0,35
n 20 20 3 3 3 3
3 X 12,3 22,0 3,40 2,84 200 4,90
SEM 4,03 2,57
n 20 20 1 1 1 1
4 X 11,5 18,8
SEM 2,35 2,10
n 19 19
5 X 11,6 19,6 3,29 3,96 487 4,29
SEM 3,06 2,38 0,05 0,09 111 0,30
n 19 19 15 15 15 15
6 X 10,1 20,5 3,12 3,75 273 2,77
SEM 2,39 2,87 0,09 0,48 59,0 0,18
n 19 19 3 3 3 3
7 X 13,4 17,0 3,30 3,35 352 4,20
SEM 2,95 2,18
n 19 19 1 1 1 1
8 X 15,6 19,0
SEM 5,06 2,39
n 19 19
9 X 12,8 17,8 3,15 3,80 529 4,38
SEM 2,61 2,08 0,05 0,08 108 0,40
n 19 19 13 13 13 13
10 X 14,8 16,0
SEM 3,45 1,88
n 19 19
11 X 19,3 17,7
SEM 3,92 2,21
n 19 19
12 X 19,8 17,8
SEM 7,01 2,02
n 18 18
13 X 24,7 22,2 3,20 3,98 143 3,20
SEM 8,54 3,45 .
n 19 19 1 1 1 1
14 X 24,4 18,2 3,05 3,39 322 3,98
SEM 9,41 3,03 0,08 0,17 78,5 0,46
n 19 19 4 4 4 4
15 X 13,9 21,8 3,06 2,86 321 4,50
SEM 5,07 3,90
n 19 19 1 1 1 1
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Laktations- Lf IGFBP-2 Fett EiweiB Zellzahl Milch
woche (1g/ml) (ng/ml) (%) (%) (in 1000) (kg/Tag)
16 X 15,8 16,2
SEM 3,31 2,22
n 19 19
17 X 15,1 16,4 3,10 3,67 591 5,16
SEM 3,26 2,54 0,06 0,10 172 0,52
n 19 19 14 14 14 14
18 X 14,8 12,3 2,92 3,34 408 4,28
SEM 3,63 2,06 0,09 0,20 96,0 0,38
n 19 19 4 4 4 4
19 X 13,4 15,5 2,97 2,83 610 3,70
SEM 2,48 1,90
n 18 18 1 1 1 1
20 X 15,8 14,5
SEM 3,48 2,01
n 19 19
21 X 19,4 17,2 2,98 3,56 648 5,20
SEM 5,21 1,90 0,04 0,16 179 0,49
n 19 19 14 14 14 14
22 X 20,2 19,0 3,13 3,40 509 4,00
SEM 6,37 2,51 0,11 0,15 292 0,66
n 19 19 3 3 3 3
23 X 19,5 19,2 3,20 3,55 577 3,35
SEM 3,85 2,06 0,01 0,19 46,5 0,05
n 19 19 2 2 2 2
24 X 19,5 22,0
SEM 3,76 2,72
n 19 19
25 X 17,0 20,4 3,13 3,67 927 4,93
SEM 2,85 2,65 0,04 0,22 222 0,34
n 19 19 13 13 13 13
26 X 25,9 25,4
SEM 4,72 3,46
n 19 19
27 X 33,5 109 3,40 3,85 552 2,90
SEM 7,99 67,8
n 18 18 1 1 1 1
28 X 23,0 35,1 3,37 3,10 681 3,03
SEM 3,33 3,94 0,12 0,19 239 0,59
n 18 18 3 3 3 3
29 X 25,6 20,5 3,28 3,48 776 3,20
SEM 4,92 2,96 0,02 0,20 69,0 0,20
n 18 18 2 2 2 2
30 X 28,0 33,7
SEM 4,41 3,93
n 18 18
31 X 28,2 19,7 3,32 3,70 1030 4,37
SEM 4,06 3,07 0,07 0,16 187 0,34
n 18 18 12 12 12 12
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Laktations- Lf IGFBP-2 Fett EiweiB Zellzahl Milch
woche (1g/ml) (ng/ml) (%) (%) (in 1000) (kg/Tag)
32 X 27,9 30,1
SEM 5,12 5,72
n 18 18
33 X 39,8 19,6 3,46 4,53 604 1,90
SEM 7,79 2,99
n 17 17 1 1 1 1
34 X 45,3 32,4 3,37 3,24 683 2,77
SEM 7,55 5,60 0,15 0,37 150 0,58
n 17 17 3 3 3 3
35 X 49,0 29,7 3,49 4,53 1723 2,20
SEM 10,6 4,15 0,02 0,06 174 0,20
n 17 17 2 2 2 2
36 X 51,4 17,8
SEM 9,67 2,21
n 17 17
37 X 57,8 22,4 3,36 3,86 1181 3,92
SEM 9,76 3,85 0,06 0,16 277 0,26
n 17 17 11 11 11 11
38 X 59,3 20,4
SEM 11,1 3,48
n 17 17
39 X 58,1 21,0 3,89 5,21 1636 1,10
SEM 13,3 4,50 .
n 17 17 1 1 1 1
40 X 72,4 33,4 3,91 4,51 1577 1,87
SEM 11,6 7,52 0,08 0,27 316 0,15
n 16 16 3 3 3 3
41 X 83,7 63,0 4,43 5,05 4500 0,90
SEM 18,0 20,3
n 16 16 1 1 1 1
42 X 91,5 99,8
SEM 22,2 41,8
n 15 15
43 X 96,0 52,4 4,13 4,57 4295 1,93
SEM 18,6 15,7 0,23 0,23 954 0,28
n 12 12 10 10 10 10
44 X 107 366
SEM 19,4 246
n 11 11
45 X 148 228
SEM 35,7 77,0
n 10 10
46 X 138 80,5 3,97 4,06 1522 1,40
SEM 65,1 43,9
n 6 6 1 1 1 1
47 X 77,3 52,4
SEM 25,7 11,6
n 5 5
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Laktations- Lf IGFBP-2 Fett EiweiB Zellzahl Milch
woche (1g/ml) (ng/ml) (%) (%) (in 1000) (kg/Tag)
48 X 152 96,3
SEM 68,6 443
n 4 4
49 X 136 125 3,96 4,60 4672 2,05
SEM 101 93,1 0,36 0,24 366 0,25
n 3 3 2 2 2 2
50 X 45,3 38,9
SEM 23,7 9,36
n 2 2
Insgesamt X 42,8 57,1 3,31 3,82 1052 3,96
SEM 2,98 7,79 0,03 0,05 121 0,13
n 842 842 148 148 161 148
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Tabelle 12: Lactoferrinkonzentrationen (ug/ml) in der Ziegenmilch der einzelnen

Tiere Uber die Laktation 2001 mit zugeordneter Laktationsnummer

Ziege Nr. 808 859 911 914 917 921 922 931 963
Laktations-Nr. 2 2 2 2 2 2 2 2 2
LW 0(255,38 239,33 95,55 471,68 297,44 124,80 420,96 239,60 39,46
1| 26,03 13,14 3,94 5,58 9,37 32,54 24,07 8,70 35,74
2 3,96 8,55 3,13 4,16 2,48 8,17 5,19 3,48 6,82
3 3,09 0,93 3,55 3,08 2,52 3,95 13,97 3,92 4,22
4 7,00 T 4,75 5,05 3,33 14,11 10,98 2,69 5,30
5 1,78 1,83 4,06 4,22 7,68 9,86 3,65 6,38
6 2,06 1,29 4,95 3,64 1,84 9,71 3,98 7,40
7 0,63 0,46 4,90 6,20 8,02 13,72 6,89 8,72
8 1,43 0,97 3,92 8,68 8,20 17,31 5,56 10,86
9 1,80 0,66 3,64 7,57 9,35 16,07 6,37 13,55
10 1,99 0,90 6,27 7,27 9,82 10,19 5,24 8,89
11 2,40 1,89 6,83 38,20 12,92 14,06 6,87 14,74
12 4,01 1,03 12,03 4,28 12,73 35,35 27,41 13,76
13 2,44 0,72 7,85 17,34 9,09 4258 10,49 10,30
14 1,48 8,28 22,72 10,36 8,49 13,90 7,30 14,44
15 1,73 0,39 3,38 7,74 5,61 11,50 9,51 10,01
16 5,38 3,92 6,61 7,05 45,78 15,06 7,34 10,28
17 2,79 1,91 8,27 9,17 14,73 13,22 9,16 11,91
18 2,18 2,42 8,21 6,39 9,90 19,51 11,74 9,94
19 2,44 1,83 8,21 10,34 11,56 21,86 13,00 13,47
20 1,91 1,55 14,60 7,33 13,54 17,81 11,36 9,00
21 1,20 1,09 8,20 11,05 19,42 24,71 17,66 14,09
22 2,28 1,73 9,94 9,19 22,28 23,96 13,11 15,71
23 3,35 1,96 12,40 15,48 16,48 64,61 14,10 15,72
24 2,49 1,68 14,15 12,37 18,63 30,61 8,08 14,04
25 2,44 1,72 13,14 12,71 12,08 26,55 12,44 18,91
26 2,44 1,35 22,43 6,09 40,18 23,60 22,29 12,62
27 2,60 2,01 29,60 29,56 19,95 54,80 29,23 13,45
28 2,80 1,40 24,00 24,70 19,35 26,57 25,37 12,50
29 1,55 1,29 22,20 10,38 18,50 34,21 33,38 11,83
30 7,36 516 29,07 7,18 35,96 39,48 22,72 19,37
31 7,58 10,67 20,25 29,64 20,75 44,18 13,97 20,04
32 3,90 1,69 7,81 16,94 22,60 52,61 44,27 17,38
33 1,41 2,31 16,97 33,41 49,25 98,23 61,83 13,64
34 2,48 2,03 20,51 35,61 39,68 108,31 71,26 25,54
35 1,93 3,15 41,09 30,69 46,04 102,90 54,78 15,78
36 2,58 3,65 36,02 32,03 73,42 78,97 73,25 27,03
37 2,97 443 135,08 30,91 61,57 116,20 75,15 14,83
38 4,84 459 40,34 71,21 51,55 83,91 70,88 9,11
39 3,80 3,26 29,02 39,59 33,21 109,82 93,76 27,77
40 7,04 59,40 94,01 58,83 47,44 149,12 124,05 29,95
41| 12,34 7,31 41,46 59,86 49,62 125,85 237,55 60,61
42| 13,24 6,67 75,23 60,88 67,42 120,73 321,66 53,05
43| 27,64 410 113,06 73,98 90,13 179,08 230,08
44 | 229,34 7,68 86,48 62,54 103,57 138,93
45| 318,17 6,21 58,45 82,91 141,65
46 5,88 61,13 139,81
47 6,31 82,67 100,01
48 5,06 228,82
49 13,80 336,63
50 21,59




Anhang 137
Ziege Nr. 967 969 803 807  809* 811 853 854 856
Laktations-Nr. 2 2 3 3 3 3 3 3 3
LW 0/656,29 32549 883,49 1224,38 421,34 363,30 828,03 234,91 316,69
1| 16,38 12,44 500,45 12,68 11987 77,71 39,77 14,45 105,52
2| 6,30 6,57 120,64 413 17201 33,37 1481 7,71 28,13
3| 4,03 7,40 80,31 732 7660 3728 1232 517 20,43
4| 18,10 1,73 3663 6,82 7859 3803 1124 871 1527
5| 1,64 990 5796 7,08 6505 3142 872 801 21,89
6| 1,64 9,01 41,65 323 6969 2632 12,61 908 22,46
71 220 718 4861 10,13 63,14 3834 9,09 1026 19,88
8| 1,15 1417 3502 535 8033 3395 741 1311 1586
9| 294 1233 4842 369 4331 2344 793 1638 17,44
10| 278 11,58 46,81 529 7793 3662 915 14,86 1555
11| 497 2338 4122 1450 9290 2727 946 12,99 17,59
12| 3,94 910 2698 6,06 2337 670 7,03 3168 17,66
13| 132 726 14325 2,70 57,72 4754 555 713 16,14
14| 1,96 8,88 3249 996 10,51 9,47 20,58 13,50 42,29
15| 210 6,04 46,21 1,71 972 16,87 510 956 10,72
16| 6,48 13,92 47,62 1,89 4034 1889 589 1538 10,31
17| 2,30 8,50 42,61 3,98 117,84 41,31 7,88 13,64 10,45
18| 2,15 6,88 40,25 3,07 90,78 2294 804 1731 12,68
19| 237 1331 4130 511 33631 2566 6,96 2364 12,32
20| 2,16 13,96 42,34 346 10291 32,21 720 13,58 10,90
21| 3,13 1265 48,29 1,68 108,14 3165 6,18 22,01 6,99
22| 434 6,85 30,55 2,71 14,71 2864 819 2111 16,52
23| 410 11,96 34,93 1367 3693 3624 1166 0,83 14,77
24| 327 1981 41,78 543 1694 43,51 951 2548 16,33
25| 428 1567 46,83 242 3283 3763 3,40 3123 2022
26| 320 18,65 39,60 2022 7509 43,16 23,53 36,83 27,91
27| 342 13123 4520 821 1658 6752 t 3587 21,55
28| 352 2923 4758 6,16 3560 38,32 36,34 25,66
29| 483 77,40 60,13 10,16 12,99 44,92 2422 23,52
30| 804 3696 73,82 1833 41,53 61,83 23,71 25,19
31| 17,95 3820 40,93 17,69 2654 82,84 3517 26,39
32| 635 7574 60,96 9,09 40,96 42,67 51,14 22,20
33| 456 103,27 6828 828 6301 62,17 5290 24,44
34| 20,06 57,18 90,64 11,56 63,10 69,24 64,72 32,95
35| 669 1958 108,27 14,11 5468 95,70 62,35 41,20
36| 12,66 33,36 8516 22,09 126,70 169,17 5482 51,76
37| 12,54 27,87 103,48 33,83 46,10 82,32 66,85 49,16
38| 26,89 3857 169,95 64,82 4534 143,25 72,13 44,10
39| 20,48 39,43 232,74 40,84 130,84 30,00 84,29 39,48
40| 2332 36,39 82,71 4599 144,21 53,91 51,24
41| 26,73 60,95 91,60 4840 258,02 67,77 58,85
42| 2854 83,70 36,91 248,97 116,60 38,26
43| 35,09 133,53 77,63 107,48
44| 141,72 189,13 11586 39,74
45|328,18 252,08 137,91 63,36
46 143,36 102,46
47 156,80
48 301,77
49
50

* Ziege mit Mastitis, dargestellt als Einzeltier in Kapitel 3.2.2.4




Anhang 138
Ziege Nr. 860 324 309
Laktations-Nr. 3 4 5
LW 0/109,58 548,74 74,34

1| 57,68 5459 181,32
2| 26,10 6,79 8,02
3| 12,41 856 12,50
4| 4,98 8,46 16,31
5| 11,20 9,01 14,11
6| 456 7,75 18,29
7| 11,67 16,77 31,01
8| 97,48 2,23 15,09
9| 8,76 28,66 14,80

10| 15,46 55,10 18,23

11| 19,19 73,52 26,01

12| 26,73 132,94 12,63

13| 14,03 100,70 23,19

14| 39,04 187,03 11,44

15| 15,48 95,25 4,93

16| 12,80 4534 19,37

17| 16,33 51,45 17,84

18| 15,60 68,39 13,33

19| 9,90 4515 14,83

20| 21,21 62,28 14,13

21| 19,86 99,58 18,80

22| 26,08 127,26 12,83

23| 19,33 51,10 28,20

24| 20,47 66,38 16,54

25| 22,56 16,23 22,62

26| 34,94 91,85 21,20

27| 4,56 87,01 17,15

28| 21,44 48,36 20,39

29| 20,45 48,36 13,03

30| 20,99 46,77 22,67

31| 18,53 27,47 36,24

32| 12,81 28,34 25,30

33| 23,99 52,12

34| 4153 75,99

35| 32,91 156,16

36| 54,62 62,85

37| 72,80 92,19

38| 20,55 91,56

39| 80,13 80,68

40| 48,45 147,62

41| 62,74 119,72

42| 55095 82,29

43| 58,12 99,60

44| 85,79 94,15

45| 98,94 130,00

46| 66,13 450,06

47| 40,67

48| 71,35

49| 57,80

50| 69,02




Anhang 139
L
< Energieliberschuss Energietberschuss Energieliberschuss
Proteinmangel Proteiniiberschuss
| = 1 =32,47 (1,1 %) | =
Il = Il =26,87 (0,4 %) Il =
= I=19,74 £7,93 (1,3%) | Il =68,9 (0,3 %)
o | IV=22,80 (0,8 %) IV=2254+211(153%) | IV=30,53 +4,38 (2,4 %)
<+ Proteinmangel Optimal Proteiniiberschuss
9
_\m_/ |=34,96 £12,92 (2,2%) |1=30,856 +3,97 (20,7 %) | | = 13,96 (1,1 %)
“;’ Il =16,47 (0,4 %) I1=18,75 £1,51 (14,0%) |II=17,44 £2,73 (1,8 %)
L M=17,42 £1,77 (1,3%) | Il=22,34 £1,16 (32,4 %) | Il =21,33 +2,53 (4,7 %)
o [ IV=14,82 0,78 (3,2%) |IV=2351 £1,3(53,2%) |IV=2349+2,13(11,3%)
® Energiemangel Energiemangel Energiemangel
Proteinmangel Proteiniiberschuss
| = 18,89 + 4,22 (4,3%) |=26,52+1,72 (652%) ||1=22,65 +4,70 (5,4 %)
= 1=17,29 £ 0,87 (55,9 %) | Il = 16,79 0,76 (27,6 %)
=17,06 £1,53 (2,2 %) |Ill=20,06 +0,85 (46,9 %) | Il =17,20 1,22 (11,0 %)
o |IV= IV=2263+254(10,5%) | IV=24,87 £53(3,2%)
o

150

Harnstoff (ppm)

300

Abbildung 42: IGFBP-2-Konzentrationen (X + SEM) in den verschiedenen
Laktationsstadien und ihre Zuordnung in die 9-Felder-Tafel (LKV

Rheinland 2001).

450

Die Haufigkeit, mit der sich die Kiihe in dem Laktationsstadium in dem
jeweiligen Feld befinden, ist zusétzlich prozentual angegeben
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-1) und nach (0 bis 10) der Konzeption bzw. bei nicht tragend
gewordenen Tieren den entsprechenden Laktationsfenstern wie
normal tragende Tiere (17. - 27. LW und 28. - 37. LW).

Darstellung des Lactoferrin-Gehaltes in der Milch von Ziegen in den
Laktationswochen 16 bis 39 der drei verschiedenen
Trachtigkeitsgruppen: normal tragend (27. - 32. LW) gewordene
Tiere, spat in der Laktation (> 35. LW) tragend gewordene und nicht
tragend gewordene Tiere.

Verlauf der IGFBP-2-Konzentration in Ziegenmilch wahrend der
Laktation. Daten aus der Erhebung zur Laktation 2001.

IGFBP-2-Konzentrationen in Ziegenmilch in den Wochen vor (-10 bis
-1) und nach (0 bis 10) der Konzeption bzw. bei nicht tragend
gewordenen Tieren den entsprechenden Laktationsfenstern wie
normal tragende Tiere (17. - 27. LW und 28. - 37. LW).

Darstellung des IGFBP-2-Gehaltes in der Milch von Ziegen in den
Laktationswochen 16 bis 39 der drei verschiedenen
Trachtigkeitsgruppen: normal tragend (27. - 32. LW) gewordene
Tiere, spat in der Laktation (> 35. LW) tragend gewordene und nicht
tragend gewordene Tiere.

Verhalten von Lactoferrin-, IGFBP-2-, Protein- und Fett-Gehalt der
Milch sowie der taglichen Milchleistung bei einer an Mastitis
erkrankten Ziege, dargestellt Gber eine Laktation.

IGFBP-2-Konzentrationen in den verschiedenen Laktationsstadien und
ihre Zuordnung in die 9-Felder-Tafel.
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