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Verfahren fir die Ermittlung von Euterentzindung

~ Anwendungsgebiet der Erfindung

!

Dié‘vorliegende Erfinduﬁg bezieht sich auf ein Verfahren
fir quantitative Ermittlung von Euterentziindung so, -daB die
das Trypsin inaktivierende Wirkung der Milch geméssen wird,
welche inaktivierende Wirkung im Zusammenhang mit der Euter-
entziindung groéBer geworden ist, Die Ursache der Zunahme die~
ser \iirkung lieg; zunschst darin, dall das oL1~Antitrypsin
der Milch bei Euterentziindung aus dem Blut in den Milchraum
flieGt, | ‘

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Die wichtigsten heute verwendeten Verfahren fir die Ermitt=
lung und Feststellung der Euterentziindung griinden sich auf

Bakteriologie sowie auf die Bestimmung der Zahl der Zellen

aus einer Milchprobe,

. Diese Verfahren weisen u, a, folgendé Nachteile auf: .

- Die Abparaturen fir die Béstimmung,und fur das Zéhlen‘der
Zellen sind kostspielig, arbeitsaufwendig im Betrieb ‘
sowie verlangen reichlich an Unterhait. Unter diesen Um=~
standen kommen Apparaturen der heufigen\Tachnik nur bei
den allergréRten Untersuchungslaboratorien der Milchwvirt-
schaft vor (z, B, bei Valio, Helsinki),

~ Die Aufbewahrung und Lagerung‘der Milchproben fur das
Zahlen und Bestimmen der Zellen ist. technisch umstandlich
und verlangt besondere MaGnahmen,
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-~ Beruhend auf den &eltpunkt und die Weise der Probenent-
nahme wird die aus einer Milchprobe zu ermittelnde Zel=
lenanzahl auch von anderen Fdatcren auBer der Euterent»

ziindung beeinfluBt, '

“Unter anderem isg es aus den oben angegebenen Gfﬁnden bis~

. her nicht méglich gewesen, eine zitzenbezogene Ermittlung

des Vorkommens der Euterentziindung zuverléssig auszufihren,

Die Feststellung einer latenten Euterentziindung ist sehr

unsicher gewesen, In verschiedenen Zusammenhingen ist ge~

schatzt worden, dab z, B, in Finnland aus dem gesamten Kuh=
bestand sogar 40 % an akuter oder latenter Euterentzindung
erkrankt sind, Dies fiihrt wieder zu beachtlichen wirtschafi~
lichen Verlusten,

i

- Ziel der Erfindung
Ziel dérkErfindung'ist die Bereitstellung gines verbesser-
ten ‘erfahrens flr die Ermittlung von Euterentzliindung, mit

dem lie Nachteile des bekannten Verfahrens vermieden werden,

barlagung des Wesensg der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein’ Verfahren zur
Bestimmung von Substanzen zur Verflgung zu stellen, die 81ch
bei Vorliegen siner Euterentzundung in der Milch befinden,

Erflndungsgemaﬁ w1rd die Verbindung Antitrypsin gemessen,
die in der Mileh. bei Euterentzundung vorkommt,

Das Verfahren gemdB der vorliegenden Erfindung ist dadurch
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gekennzeichnet, daPb die Ermittlung der Trypsininhibltorn‘

haltigkeit ausgefilhrt wird entweder

a) unter Benutzung von Farbenreaktionen, wobei eine normale
Trypsinmenge- aus dem N=Benzoylargin~p-nitroanilid eine
gefarbte Verbindung p~Nitroanilin befreit, bei dem das
o£1~Antitrypsin als Inhibitor der Farbenentwicklung ta=
tig ist, indenm es die Aktivitat des Trypsins verhindert,

"oder’ ‘

b) auf Grundlage der Aufklarung des eigenen Kaseins der

Milch,

Das Verfahren gemial der Erfinddng ist fur das Messen der
Euterentziindung, im Vergleich zu den friiheren Verfahren,
einfach, leicht zu verwenden und kostenglinstig, AuBerdem.
weist das Verfahren eine grofe Kapazitat auf, wobei eine
‘systematische und individuelle und zitzenbezogene Untersu=
chung der Kithe und Beobachtung der Krankheit méglich sind,
Beim Verfahren gema® der Erfindung ist auch die neue Vor=-
behandlungsweise der Proben betrachtlich einfacher als vor~
her.,

Das Verfahren grindet sich auf die folgende Grunderkenntnis:
Wenn eine Kuh an Euterentzlindung erkrankt, veridndert sich
die Durchdringlichkeit oder Permeabilitit der Wandungszellen
der HaargefafRe an der Entzindungsstelle. Als Folge davon
flieRen bei Euterentziindung EiweiBstoffe des Blutes (vor
allem kleinmolekulische) in die Milch, Es ist auch entdeckf
worden, daf im Zusammenhang mit EuteréntgﬁndUng in der Milch
u. a, Blutalbumin und o<1-Antitrypéin vorkommen, die zur

~ Gruppe der kleinmolekilischen EiweiBstoffe des Blutes gehd-
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ren., Das Vorkommen des Antitfypsiﬁs in der Milch bei Euter-
. entzindung ist u, 8, in folgenden Literaturhinweisen be-
schrieben worden:

T H@nkaneanuzalsH‘s'T9 Katila and M. Sandholm: Milk anti~
.trypsin act1v1ty during clinical and experimental bov1ne |
mastitis, Acta Vet, Scand, 1981 22, 360~368;

T, HonkanennBuza]ski and M, Sandholm: Trypsin inhibitors

in mastic milk and colostrun; Correlation between tryp31n
inhibitor capacity, bovine serum albumin and somatic cell
contents. J, Dairy Res. 1981 48, 213~223; und

M, Sandholm, T, ‘Honkanen%Buzalski and Re Kangéaniemiv

Milk trypsin inhibitor capacity as an indicator of bovine
‘mastitis, & nove] prlncipla which can be automated
(Manuskript ). Auf Grundlage dieser Beobaghturg ist das vor-
liegande, fir Automation geeignete Verfahren entwickelt |
worcan,

Das /orkommen sowchl des Blutalbumins als auch des ol g =Ant i
‘trypsins in der Milch dient grundsatzlich als Ausdruck far
Eutt*entzundunga’und die Haltigkeit weist Korrelatlon mit
der Schwierigkeit der Entzindung auf.

In dar Praxis ist die Ermittlung des Blutalbumins aus der
Milch arbeitsaufwendig und verlangt u. a, immunochemische
Verfahren, aber diarErmitt}ung des o¢1~Antitrypsins ist
sehr leicht, weil sie enzymatisch durch Messen der Prote~
aseninhibitorkapazitét der Milch ausgefuhrt-wérden,kann.

Aus diesem Grunde ist das nachstehend beochrlebene Verfahren
fur die Ermittlung von Euterentziindung entwickelt worden,.

S
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das sich auf die Ermittlung des Antitrypsins aus Milchproben
gerade auf Grundlage der soeben genannten Proteaseninhibi-
torkapazitat grindet,

Bei der Entwicklung des Verfahrens hat man besonders be~
achtet, daR das Verfahren sich fir die Behandlung von gro-
ben Zahlen von Proben eignen muB, Am einfachsten kann die
Aktivitat des Proteaseninhlbitors dadurch gemessen werden,
- daB zur Probe Tryp31n gemischt wird und die proteolytische
Aktivitat des lbermiaBigen Trypsins gemessen wird, Die pro~
teolytische Aktivitat kann leicht dadurch- gemessen werden,
a) daB kleinmolekiilische organische Substrate, wie z, B,
BAPNA (N~Benzoy1argin~p-n1troanzlid) verwendet werden,
oder ‘ ' v :
b) dab die Zersetzung von Proteinen, wie z, B, von Kasein,
als Mab verwendet wird (z. B, Kaseolyse).

Ausfuhrungsbeisgiel

/

Dle Erfindung wird nachstehand an einigen Beisplelen niaher
erlautert, ‘ ; : :
In der beiliegenden Zeichnung zeigen:

- Fig, 1: als von oben betrachtet eine im Verfahren geméB'der
Erfindung zu verwendende sogenannte Mikrot1terschez~
be; ‘

Fig, 2: Mefergebnisse, die mittels des Verfahrens gemaﬁ der
Erfindung erhalten worden sind, graphisch darge~
stellt,

Die grfindung kann auf zwei verschiedene Weisen angewendet
werden:

!

TN
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. Verfahren A:

\

Vorbehandlung der Proben: Mllchproben von je 1 ml werden mit
Rennin, 0,1 ml, aufgeklart, das vorher auf 1/50000 verdunnt
worden ist unter Verwendung von 0,4 M Azetatpuffar, pH 5,0,
Das Aufklaren erfolgt 80, dafl die MiichmRenninanschung

30 Minuten bei 37 °C. inkubiert wird und die Proben zentrie
fugiert oder gefiltert werden, ‘

Zum Messen der :rypslnlnhlbltorhaltigkeit w1rd von den auf~

geklarten Ml]chpraben 0,1 ml verwendet, und dle Messung wird =

wie olgt vorgenommen: Die aufgeklarten Mllchproben werden
in-die Aushonlungen der Mikrotiterscheiben dosiert, Hiernach
werdsn in die Aushnhlungen 0,1 ml normalisierter Trypsin~
losung (2,5 ug/ml, aufgelést in 1 mH HC1) und 0,1 ml einer
‘oubs*ratlcsung, die 1 mg NmBentsoylarglnlnwpwnltroanilld
(BAPNA) in 1 mg von destilliertem Wasser enthalt, hinzuge~
setzt, o '

In jadef ushchlung der Mikrotiterscheibe wird je eine Milch=~
probe behandelt, Dariber hinaus weist die Mlkrotlterschelbe

» zum Messen der Hintergrundwsrte eine leere Reihe oder soge~

nannte "blank row" auf, sowie eine normalisierte Verdine

“nungsserie (1, 1/2, 1/4300 1/64) der von den Molkereien ge~

mischten Milch, die die durchschnlttllche Qualitsat der Milch

représentiert, und auBerdem noch eine 100 ¢© % Trypsinkontrolle,

Es ist festgestellt worden, daB die Menge des Trypsininhibi-
tors in der Milch proportional zum Grad der Euterentziindung
ist, d, h,, die Menge glbt Ausdruck fur den Grad der Ent~
zindung, ’ ’
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Unter diesen Umsténden liegt die Idee bei der Verwendung “"
der von den Molkereien gemischten Milch (die 'den durch=- |
- schnittlichen Gesundheitsgrad der Kihe représentiert) als
normalisierte Verdinnungsserie darin, daB die Ergebnlsse :

fir jede einzelne Kuh auch im Vergleich zur normalisierten»
Verdiinnungsserie angegeben werden konnen, d. h, durch An-

gabe, ob die betreffende einzelne Kuh gesunder oder kranker

ist im Vergleich zum Durchschnittswert, Dies erleichtert |

die Standardisierung des Verfahrens beéchtiich.

Nach der Hinzusetzung.def Reagenzien-wird die Mikrotiters"
scheibe oder der FP~Cuvette-Block 3,5 Stunden lang inku~
biert, wokach die Menge der in den Aushéhlungenggebildeten

gelben Farbe mit einem gemiR dem sogenannten Grundsatz des

senkrechten Messens arbeitenden Titertek Multiskan oder
FP=901 Ahalyzer gemessen wird, welche Gerite u, a, in fol-
genden Literaturhinweisen und Patenten beschrieben worden ‘
sind: . . '
Suovaniemi, 0,, "Performance and properties of the Finn-
pipette Analyzer System", Proceedings of the Second
National Meeting on Biophysics afd Biotechnology in Finland,
Kairento, Ay Lo, Riihimaki, E, and Tarkka, P,, Editors.,
Seiten 183-187 (1976); :

Suovaniemi, O,, “Method for Improving the Rate'and Measure~
ment Accuracy of Chemical Analysis", US Patent Nr, 4,144,
030; _ ' :

- Suovaniemi, O,, Jérnefelt, J,, "Discrete Multichannel
Analysis Systems", International Laboratory, April 1982,‘
and American Laboratory, June 1982, und

Suovaniemi, O,, die Patente CA 1,031,193, FR 7,442,147,

GB 1,542,526, 1,392,792, US 4,144,030, 4,147,752, (
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Fig. 1 stellt die Ordnung der Proben in einer Mikrotiter= '
‘scheibe dar, Mit Bezugsnummer 1 werden die Proben bezeich~-
' net, die die Nummern 1~-80 haben, Die normalisierte Ver-
dinnungsserie (1/1. 1/2; 1/4...1/64) wird mit Numner 2 be~
zeichnet, Die Nummer 3 steht fir die 100 % Trypsinkontrolle
(keine Mllchprobe), ‘und die Nummer 4 die leere Reihe, Die
Bestimmung: des Trypsininhlbltors aus einer Milchprobe grin-
det sich auf die folgende blologlsche‘Reaktlon,

' o ' Antitrypsin | \
Trypsin + Substrat i‘ OZN NH2
. v , L

(Produkt)’
: p~Nitroanilin
‘ : ~ (farbige Verbindung,
: Adsorption bei
405 nm)

‘Das 1eiBt, das in die Aushdhlung der Mlkrotiterschelbe hin-
/_zugesetzte Trypsin zersetzt das BAPNA (Substrat) zu einer
farbigen Verbindung. Das aus der Milch stammende Antitrypsin
j verhindert diese Reaktion durch Inaktivierung des Trypsins.

Je mehr Trypsininhibitor die Milchprobe enthalt, um so
effektiver verhindert sie die Aktivitét des Trypsins und
somit die Entstehung der Farbe,

' Das VOrkommen des Tryp31n1nh1b1tors in der Mllchprobe 1st
also umgekehrt proportional zur Starke der zu messenden
rarbe. ‘

Weil es frither festgestellt worden ist, dab die»Haltigkeit' \
des Trypsininhibitors in der Milch proportional zum Grad der

\
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Euterentzindung ist, kann man auf Grundlage der oben be~
schriebenen Versuchsveranstaltung sagen, daB Jje effektiver
die hllchprobe die Bildung von Farbe auf einer Mikrotiter~
scheibe verhindert, um so. schwerer ist die Euterentzundung,
die vorhanden ist, '

Die Situation wird‘in Fig, 2 graphiéch dargestellt, Darin
zeigt die Kurve 5 Ergebnisse aus “gesunder" Milch, die Kurp-
ve 6 aus bel der Molkerei gemischter Milch, die Kurve 7
Ergebnisse aus einem auf 1/40 verdinnten Serum, und die .
Kurve 8 aus "Euterentziindungsmilch", '

Bei der EntWicklung des Verfahrens sind die Verhiltnisse
derart geordnet worden, daR es fiir die einzelnen Mllchproben
genug. ist, wenn nur eine Vardunnung im Bereich von 1/4 =~
1/10 vorgenommen wird und das erhaltene Ergebnis mit der mit
bei der Molkerei gemischter Milch erhaltenen Standardkurve
(vgl, die graphische Darstellung) verglichen wird,

In den gewsihlten Versuchsverhaltnlasen werden die Unterschle-
‘de zwischen kranken und ‘gesunden Kihen gerade mit dieser Ver~
dunnung am besten sichtbar, '

Es ist zu beachten, daB die von den Molkereien gemischte
Milch (in diesem Fall von rund 5000 Kuhen) auf Grund der Mef~
ergebnisse (vgl, die graphische Darstellung) mehr Antitrypsin
enthélt als die aus einer gesunden Kuh erhaltene Milch, Dies
ist auch versténdlich in dieser Zeit, Wenn man sich daran ‘
erinnert, dai rund 40 % der Kiihe an Euterentzundung erkrankt
‘v31nd davon ein Teil latent, und daﬁ in diesam Augenblick
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kein Mittel vorhanden ist zur systematischen zitzenbezogenen
und individuellen Beobachtung der Kiihe,

Verfahren B:

Das andere alternative Verfahren griindet sich auf Kaseolyse.
Zu den Milchproben wird auf der Scheibe mit Aush8hlungen
Késelab (Rénnin) hinzugesetzt, wie im Verfahren A, wobei in
Anwesenheit von Kalzium Kalziumparakaseinat geformt wird,
das die Probe tribe macht, Vienn jetzt das Trypsin hlnzuge-
setzt wird, wie im Verfahren A, wird die Probe als Folge
der Kaseolyse aufgeklart. Der Grad der Aufklarung wird nach
einer Inkubation von einer Stunde gemesseh. Standardisie~
rung wie im Verfahren A, Batreffend sow0h1 das Verfahren A
als auch das Verfahren B, kénnen also unter den geWahlten

~ Verhiltnissen auf einer M1krotiterscheibe achtzig (80)
MilCWprabeﬁ behandelt werden, Im Laufe eines Arbeitstages
kann eine Person mit dem betreffenden Verfahren etwa 1000
Milciproben behandeln und davon die Ergebnisse herausbrin-
gen. '

 Die 3ehandlung der Ergebnisse wird besonders ‘dadurch er=~
leicihtert, dak der Scheibenableser mit einer Datenverarbei~
tungsanlage verbunden ist, die im voraus fir dievBehandlung,
und fir den Output der zu messenden Milchproben prqrammiert
worden ist, ‘

' Die erste ziemlich umfangreiche Untersuchung. durch Be=
nutzung des beschriebenen Verfahrens wurde beim Messen der
- Milchproben von 1029 Kiihen vorgenommen,
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Es wurde entdeckt, daR bei den beschriebenen Verfahren die
MeBgenauigkeit und Wiederholbarkeit etwa 6 % vom Durche-
schnittewert ist, Diese Zahl enthilt auch die Unterschiede,
‘die aus Unterschieden‘zwischen Mikrotiterscheiben und aus
Variationen von Tag zu Tag herrihren, :

Die Ergebnisse, die bei den Versuchen erhalten wurden, wie~
sen gute Korrelation mit zwei anderen Weisen der Messung
von Euterentzﬁndung (Messung. des Albumins in der Miich
sowie Zahlen der Zellen) auf,

Wenn das auf Messung des Antitrypsins gegriindete Verfahren
mit den anderen gebriauchlichen Verfahren (z., B, Albumin-
messung oder Zzhlen von Zellen) verglichen wird, wird beim
Messen des Antitrypsins ein sehr bedeuténder‘zuaétzlicherl
Vorteil erreicht: die Vorbehandlung der Proben ist leicht,
weil sie entweder durch Hinzusetzung von Natriumazid (eine
Verbindung, die durch Wachstum von Bakterien inhibiert)
oder' durch Gefrieren afbewahrt und gelagert werden kénnen,
Beim Antitrypsin (im Gegenteil zu den anderen Verfahren)
stdéren die genannten MaBnahmen die Messung nicht, o

Die erleichterte Vorbehéndlung ist von wesentlicher Bedeu~
tung, damit groBe Zahlen von Proben behandelt werden kénn-
ten, Dies ermdglicht auch eine tier- und zitzenbezogene
Beobachtung, ‘ '
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Erfindungsanspruch

"1, Verfahren fur quantitative Ermittlung von Euterentzin-
dung 80, daf der zu messende Faktor der Trypsininhlbitor
ist, der in der Milch im Zusammenhang mit Euterentzun-
dung vorkommt, gekennzeichnet dadurch, daB die Ermittlung
des Trypsininhibitors ausgefiihrt wird entweder o
a) unter Benutzung einer Farbenreaktion, wobei eine nor=~
. malisierte Trypsinmenge aus dem N~Benzoylarginin~p-

" nitroanilid eine gefarbte Verbindung p~Nitroanilin
befreit, bei dem das Antitrypsin als Inhibitor der ‘
Farbenentwicklung tatig ist, indem es die Aktivitat

~ des Trypsins verhindert, oder | -
b) auf Grundlage der Aufklarung des eigenen Kaseins der
Milch. ‘ ‘ '

2. Verfahren gem&B Punkt 1, gekennzelchnet dadurch daB die
Farbenreaktion oder die uufklarung des Kaseins als Ver- =
anderung der pp;ischen Dichte mit einem Gerat fiur die
Messung der optischen Dichte gemessen und daB die Menge
des AntitrypSins als optiSche Dichte ermittelt wird,

3, Verfahren gemaﬁ Punkt 1 oder 2, gakennzeichnet dadurch,
daf die Messungen auagefuhrt werden unter Benutzung einer
sogenannten Mlkrotiterschelbe oder eines FP~Cuvette

uBlocks und von entsprechenden gemil dem aogenannten Grund~
satz des senkrechten Messens arbeitenden Meﬁgeraten
’ (Txtertek Multiskan und FP=-901 Analyzer) sowie eines mit
; den MeBgeraten verbundanen geeigneten Kleincomputers, der
- im voraus fir die Behandlung der Ergebnisse programmlert
| worden ist. '

Wmu 1 Seite Za vhnung&n
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