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Definitionen

Schreibweise von zusammengesetzten Begriffen

Sowohl deutsch- als auch englischsprachige Begriffe, die sich aus mehreren Woértern
zusammensetzen, werden im Folgenden ohne Bindestrich und in substantivierter Form
geschrieben, sofern die Zusammengehorigkeit dabei dem Kontext zu entnehmen ist (z.B.:
Akute Phase Proteine, Akute Phase Reaktion, Nichtsteroidale Antiphlogistika, Non Steroidal
Anti Inflammatory Drug, Insuline Like Growth Factor, Somatic Cell Count, Outer Membrane
Protein). Ebenso wird mit zusammengesetzten Begriffen verfahren, die eine Abklrzung
einschlielen, welche die Trennung eines normalerweise zusammengeschriebenen Wortes
erforderlich macht (z.B.: Hp Genotypen, Cp Aktivitat, Alb Infusionen, Serum Hp Konzentration,
Serum Cp Spiegel). Davon ausgenommen sind fur die nahere ldentifikation einer Substanz
oder eines Molekiils dem Begriff oder seiner Abklirzung fest zugehoérige Buchstaben oder
Ziffern (z.B.: C-reaktives Protein, a7-Acid Glycoprotein, 4-Methylaminoantipyrin, a2-Globulin,
IL-1, TNF-a, L-Laktat) und aus einer Abkirzung und weiteren Wortern zusammengesetzte
Begriffe (z.B.: EDTA-Plasma-Poolproben, Hp-Hamoglobin-Komplexe, HP/SAA-Ratio) sowie
sonstige zusammengesetzte Fachbegriffe und biochemische Bezeichnungen (z.B. Ligand-
Rezeptor-Interaktion,  Blut-Euter-Schranke, = Palmitoyl-Oleyl-Phosphocholin,  Diethyl-p-

Nitrophenylphosphat), deren Zusammengehdrigkeit ohne Bindestrich schwer erkennbar ware.

Pluralform von Abklirzungen

Abkurzungen, die sowohl als Singular als auch als Pluralform vorkommen kénnen, werden in
beiden Formen gleichermalien verwendet (z.B.: ein NSAID, verschiedene NSAID; das APP,
alle APP).

Schreibweise von Zahlen im FlieRtext

Grundsatzlich werden ganze Zahlen von 1 bis 12 im FlieRtext ausgeschrieben. Ausnahmen
davon sind MafRangaben, darunter zahlen in dieser Arbeit auch Stunden und Tage, da hier der
Zahlenwert zur Beschreibung von zeitlichen Dynamiken eine wichtige Bedeutung hat und
visuell betont werden soll (z.B.: im Zeitraum 0 — 8 Tage post partum, Tag 6 post partum,
innerhalb von 12 Stunden nach der Kalbung, Wartezeit von 4 Tagen auf Milch). Weitere
Ausnahmen sind Zahlen in Verbindung mit Einheiten (z.B.: 12 kDa schweres Protein) oder
Dosierungsangaben (z.B.: 2 ml sterile Natriumchloridiésung). In Ubereinstimmung mit den
aktuell glltigen Regularien des Duden zur Rechtschreibung wird mitunter aus stilistischen

Grunden die Schreibweise von Zahlen frei gewahlt und variiert.

XVI



1. Einflihrung

Die Geburt eines Kalbes kann als multifaktorieller Trigger flr Entzindungsreaktionen im
Organismus einer Milchkuh betrachtet werden. Sozialer Stress durch mehrfache
Umgruppierungen vor der Kalbung, Schmerzen, Gewebslasionen in den weichen
Geburtswegen, tiefgreifende metabolische und hormonelle Umstellungen und die vermehrte
Exposition der Geburtswege gegenuber Umweltkeimen stellen einzelne, im Geburtsprozess
vereint auftretende Noxen dar, die eine Akute Phase Reaktion (APR) des unspezifischen
Immunsystems provozieren. Im Rahmen der APR wird die Leber als zentrales
Stoffwechselorgan besonders beansprucht. Sie dient unter dem Einfluss von
proinflammatorischen Zytokinen wie den Interleukinen IL-1, IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF)-a als Hauptlokalisation der Synthese von Akute Phase Proteinen (APP), welche jeweils
spezifische Funktionen in der Bekdmpfung einer Noxe erfiillen und deren Serumkonzentration
in speziesspezifischer Manier mehr oder weniger rapide nach Einfluss einer Noxe ansteigt.
Eine UberschieRende Entziindungsreaktion kann den Leberstoffwechsel stark beeintrachtigen.
Typische metabolische Sekundarerkrankungen der Transitphase wie die Ketose und das
Lipomobilisationssyndrom kénnen in Folge beglnstigt oder verstarkt werden. HORST et al.
(2021) betrachten die systemische Entzindung sogar als mdgliche Hauptursache
verschiedener Erkrankungen von Milchkiuhen in der Transitperiode. Die Involution der
Gebarmutter und die metabolischen Umstellungen des Organismus im peripartalen Zeitraum
sollten im Optimalfall von minimalen, fir die Rekonvaleszenz notwendigen
Entzindungsprozessen begleitet werden.

Ein probates diagnostisches Mittel zur Einschatzung der Entziindungsreaktion bei
frischlaktierenden Kiihen ist die Untersuchung von APP im Blut. UberschieRenden
Entziindungsreaktionen konnte durch die Behandlung der Kihe mit einem Nichtsteroidalen
Antiphlogistikum (engl.: Non Steroidal Anti Inflammatory Drug, NSAID) zu einem adaquaten
Zeitpunkt nach der Kalbung entgegengewirkt werden. Welches APP und welche
labortechnische Bestimmungsmethode im postpartalen Zeitraum die beste Aussagekraft
besitzen, ist bisher nicht eindeutig in der Literatur beschrieben. Zudem sind bisherige
Forschungsergebnisse hinsichtlich der Wirksamkeit, Art und Dauer der Applikation sowie der
Wahl eines geeigneten NSAID widersprichlich.

Zunachst soll im Literaturteil ein Uberblick tber die APR und relevante APP des Rindes
gegeben werden. Aullerdem werden die Zusammenhange der APP mit verschiedenen
Symptomen und Erkrankungen des Rindes erlautert. Die grundlegende Pathophysiologie der
Entziindung wird dargelegt und es wird speziell auf die Atiologie und Pathogenese von

Entziindungsprozessen in der Transitphase von Milchkihen eingegangen. Zur Verfligung



EinfUhrung

stehende NSAID fir Rinder, die der Lebensmittelgewinnung dienen, werden vorgestellt und
ihre bisherige Anwendung im peripartalen Zeitraum beleuchtet.

Zur Evaluierung, welches APP sich besonders fiur die Einschatzung peripartaler
Entziindungsreaktionen eignet, wird eine Vorstudie durchgefihrt. Das Ziel dieser ist es, zu
untersuchen, wie sich Milchviehbetriebe hinsichtlich der Konzentrationen verschiedener
ausgewahlter APP im Blutserum von Kihen im Zeitraum 0 — 8 Tage post partum (p.p.)
unterscheiden und welche APP dabei eine signifikante Differenzierung der Betriebe
ermoglichen. Auf Basis der Ergebnisse des Betriebsvergleiches werden drei Betriebe mit
besonders ausgepragten Entziindungsreaktionen bei den untersuchten Tieren fur die
Durchfihrung der Hauptstudie ausgewahlt. Des Weiteren gilt es, die Beziehungen der
ausgewahlten APP zu klinischen Gesundheitsparametern zu vergleichen, um ihre klinisch-
diagnostische Relevanz im peripartalen Zeitraum zu beurteilen. Auferdem soll ein Vergleich
zwischen den Materialien Serum, EDTA-Plasma und Lithium-Heparinplasma dariber Auskunft
geben, ob es signifikante Unterschiede zwischen den gemessenen Proteinkonzentrationen in
den verschiedenen Materialien gibt und ob mdglicherweise eines der Probenmaterialien fur
die Untersuchungen gegenlber den anderen zu bevorzugen ist. Zuletzt werden die beiden
gangigsten Analysemethoden flir das APP Haptoglobin miteinander verglichen. Anhand der
Durchfihrung von verblindeten Doppelbestimmungen wird der methodische Fehler der
jeweiligen Analysemethoden der APP ermittelt, um die analytisch genaueste Analysemethode
fur die Untersuchungen im Hauptversuch auszuwahlen.

In der Hauptstudie werden die Effekte einer einmaligen Anwendung des Praparates
Finadyne® Transdermal (Intervet Deutschland GmbH, 85716 Unterschleil3heim, Deutschland)
auf klinische und labordiagnostische Parameter, darunter insbesondere das APP Haptoglobin,
sowie die Milchleistung und Reproduktionskennzahlen von Milchkiihen nach der Kalbung
untersucht. Daflir werden auf den drei zuvor ausgewahlten Betrieben insgesamt 500
Milchkiihe am Tag nach der Kalbung randomisiert mit Finadyne® Transdermal oder einem
Placebo behandelt. AnschlieRend wird die Gesundheit der Tiere durch wiederholte klinische
Untersuchungen sowie Blutprobenentnahmen innerhalb der ersten 15 Tage p.p. engmaschig
Uberwacht und die Milchleistung, das Abgangsrisiko und die Fruchtbarkeit durch eine
umfangreiche Datensammlung uber 365 Tage nachverfolgt. Mit Hilfe von statistischen
Korrelationen, Varianzanalysen und multiplen Regressionsmodellen wird der Datensatz auf
mogliche Effekte der Behandlung hin untersucht. Die Hypothese lautet, dass die
entzindungshemmende, schmerzlindernde und fiebersenkende Wirkung des Medikaments
sich positiv auf das Wohlbefinden, die Tiergesundheit und die Leistung der Milchkihe in der

folgenden Laktation auswirkt.



2. Literaturiibersicht

2.1 Akute Phase Reaktion

Als Akute Phase Reaktion (APR) wird eine komplexe frihe Reaktion des angeborenen
Immunsystems auf Traumata, Stress, Neoplasien oder Infektionen bezeichnet. Sie ist
unspezifisch im Hinblick auf die auslésende Noxe, leitet aber im frilhen Stadium einer
Entziindungsreaktion wichtige Abwehrfunktionen des Organismus sowie die Aktivierung des
erworbenen, spezifischen Immunsystems ein.

Exogene oder endogene Noxen unterschiedlicher Art aktivieren in erster Linie Makrophagen
und dendritische Zellen in betroffenen Geweben zur Produktion von Zytokinen wie IL-1, IL-6,
und TNF-a (BAUMANN und GAULDIE 1994). Diese Zytokine regen zunachst lokale Endothel-
und Stromazellen zur Produktion einer weiteren Zytokinwelle sowie - im Falle der
Endothelzellen - zur vermehrten Expression von Adhasinen und Integrinen an. Es kommt zur
Migration von Leukozyten in das betroffene Gewebe, gleichzeitig wirken die gebildeten
Zytokine sich auch systemisch aus. In der Leber konnte bei Mausen im Rahmen einer
Endotoxin-induzierten APR eine Beeinflussung der Expression von rund 7 % aller bekannten
Gene nachgewiesen werden (YOO und DESIDERIO 2003). Unter anderem wird dabei die
hepatische Biosynthese von Akute Phase Proteinen (APP) (HEINRICH et al. 1990, BAUMANN
und GAULDIE 1994) induziert. Diese haben verschiedene spezifische und unspezifische
Funktionen bei der Eliminierung der Noxe, darunter die Opsonierung von Pathogenen und die
Aktivierung des Komplementsystems (MCGAVIN und ZACHARY 2007).

Leitsymptome der APR sind Fieber, Appetitlosigkeit, eine katabole Stoffwechsellage,
Leukozytose, Neutrophilie, Lymphozytose, erhdéhte Fibrinogenkonzentrationen einhergehend
mit einer beschleunigten Gerinnung, erhdhte Plasma Kupferspiegel und erniedrigte Plasma
Eisen- und Zinkspiegel (BAUMGARTNER und GRUBER 2011). Eine Ubersicht tber die mit
einer APR einhergehenden Veranderungen - neben der Produktion von APP - zeigt Tabelle 1.
Zusammenfassend dient die APR im Rahmen von Entzindungsgeschehen der schnellen
Elimination der schadigenden Noxe aus dem Organismus und ist somit als wichtiger Bestanteil

der unspezifischen Koérperabwehr zu betrachten.
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Tabelle 1: Akute Phase Phanomene (modifiziert nach GABAY und KUSHNER (1999))

Lokalisation / Organsystem Veranderungen
Neuroendokrinologisches System | Fieber, Somnolenz, Anorexie (PG1)
1 CRH, Corticotropin und Cortisol

1 Catecholamine

1 Vasopressin

| IGF-1

Hamatopoetisches System Anamie
Leukozytose
Thrombozytose

Metabolisches System Muskelabbau, negative Stickstoffbilanz
Osteoporose

| Gluconeogenese

1 hepatische Fettsynthese

1 Lipolyse im Fettgewebe

| Aktivitat der Lipoproteinlipase in Muskel und
Fettgewebe

Leber | Aktivitat der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
1 Metallothionein,

1 Stickoxid-Synthase

1 Ham-Oxigenase

1 Superoxid-Dismutase

Nicht-Protein - | Eisen, Zink
Plasmabestandteile 1 Kupfer, Retinol, Glutathion
PG = Prostaglandine, CRH = Corticotropin Releasing Hormone, IGF = Insulin Like Growth Factor

2.2 Akute Phase Proteine

2.2.1 Definition und Einteilung

Akute Phase Proteine (APP) wurden zunachst als Proteine definiert, welche im Serum akut
kranker Tiere, nicht jedoch im Serum gesunder Tiere, in hohen Konzentrationen nachweisbar
sind (GODSON et al. 1996). Heute unterscheidet man positive APP, deren Konzentration im
Rahmen von Entziindungsgeschehen im Serum ansteigt, von negativen APP, deren
Konzentration abfallt. Je nach dem Ausmall des Konzentrationsanstieges im Serum bei
Entzindungen sowie nach dem Zeitpunkt inres Anstieges kann man die positiven APP weiter
in Major, Moderate und Minor Responders sowie in First Line und Second Line APP einteilen:
die Serumkonzentration von Major APP steigt um das 100- bis 1.000-fache, von Moderate
APP um das 50- bis 100-fache und von Minor APP um etwa 1,5- bis 2-fache ihres
Ausgangswertes an (ECKERSALL und BELL 2010). First Line APP zeigen bereits innerhalb
von etwa 4 Stunden nach initialem Stimulus einen Konzentrationsanstieg, wahrend die
Konzentration von Second Line APP etwas spater ansteigt, aber auch langer erhdht bleibt

(PETERSEN et al. 2004). Der Zusammenhang zwischen positiven und negativen APP ist im
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Leberstoffwechsel zu finden. Normalerweise von der Leber produzierte Proteine und Enzyme
wie Albumin (Alb), Bilirubin, Retinol Binding Protein (RBP), Lipoproteine, Paraoxonase (PON)
und weitere werden aufgrund der energieaufwandigen Synthese von positiven APP im
Rahmen einer APR nur noch in vermindertem Male synthetisiert (TREVISI et al. 2011).

2.2.2 Speziesspezifitat

Akute Phase Proteine sind in unterschiedlichem Ausmal speziesspezifisch (ECKERSALL und
CONNER 1988, ECKERSALL und BELL 2010) (Tabelle 2).

Tabelle 2: Zuordnung von speziesspezifischen Major und Moderate Akute Phase Proteinen zu
verschiedenen Tierarten (modifiziert nach ECKERSALL und BELL (2010))

Tierart Major APP Moderate APP
Katze SAA AGP, Hp
Hund CRP, SAA Hp, AGP
Pferd SAA Hp

Rind Hp, SAA AGP

Schwein CRP, MAP, SAA Hp

AGP = a1-Acid Glycoprotein, APP = Akute Phase Protein/e, CRP = C-reaktives Protein, Hp = Haptoglobin, MAP =
Major Acute Phase Protein, SAA = Serum Amyloid-A

Beim Rind gelten Haptoglobin (Hp) und Serum Amyloid-A (SAA) heute als die
aussagekraftigsten positiven APP. Doch auch die Konzentrationen von Coeruloplasmin (Cp)
(KAYA et al. 2016, EL-DEEB und EL-BAHR 2017), Fibrinogen (Fb) und a7-Acid Glycoprotein
(AGP) (EL-DEEB und EL-BAHR 2017) zeigten signifikante Anstiege im Serum von erkrankten
Rindern. Das C-reaktive Protein (CRP), welches beim Menschen und beim Hund als das
wichtigste und aussagekraftigste APP beschrieben ist und zur Diagnostik zahlreicher
Entzindungsprozesse und Infektionskrankheiten genutzt wird, gilt beim Rind bisher als nicht
bedeutsames Protein, da es im Serum gesunder Tiere vorkommt und im Serum klinisch
kranker Tiere im Uberwiegenden Teil der durchgefuhrten Studien keine
Konzentrationserhéhung zeigt (MAUDSLEY et al. 1987, ECKERSALL und CONNER 1988,
NAKAJIMA et al. 1993, PETERSEN et al. 2004). LEE et al. (2003) stellten jedoch signifikant
erhdhte Konzentrationen von CRP bei klinisch erkrankten im Vergleich zu gesunden
Milchkihen fest und konnten ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen hochlaktierenden
und trockenstehenden Kiihen aufzeigen. Letztlich bleibt die Eignung von CRP als Marker fir
entzlindliche Erkrankungen bei Milchkiihen somit umstritten. Albumin (Alb) und Paraoxonase
(PON) als negative APP scheinen ebenfalls gute Indikatoren flr den Gesundheitsstatus von
Milchkihen zu sein. In Studien von BIONAZ et al. (2007) und KRAUSE et al. (2014) war ihre
Konzentration im Serum von erkrankten Tieren gegenlber der Konzentration im Serum
gesunder Tiere deutlich erniedrigt. Beim Kalb gelten Hp, SAA, Fb und Alb als diagnostisch
relevante APP (TOTHOVA et al. 2014, BOZUKLUHAN et al. 2018).
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2.2.3 Bedeutung und Nutzen

2.2.3.1 Bewertung des Verlaufs von Erkrankungen

Neben ihrer grolen Bedeutung bei der Diagnostik von akuten Entzindungen und klinisch
manifesten Erkrankungen eignen sich APP auch zum Monitoring von subklinischen
Krankheiten, da sie im Serum bereits erhoht sein kénnen, wenn noch keine klinisch
erfassbaren Symptome vorliegen (ECKERSALL und CONNER 1988, GANHEIM et al. 2003,
TOTHOVA et al. 2014, NIGHTINGALE et al. 2015, ZHANG et al. 2015).

Auch die Dauer einer Erkrankung kann mit Hilfe der Bestimmung von APP eingeschatzt
werden: schon ALSEMGEEST et al. (1994) entdeckten die Unterschiede in den
Serumkonzentrationen von SAA und Hp bei gesunden, subakut, akut und chronisch
erkrankten Rindern mit Hilfe der Pathohistologie als Kontrolle und entwickelten die Hp/SAA-
Ratio, die sich als geeignet erwies, um zwischen diesen Phasen der Erkrankung zu
unterscheiden. HORADAGODA et al. (1999) bestétigten dies und stellten zudem fest, dass
sowohl Hp als auch SAA besser zwischen chronischen und akuten Erkrankungen zu
unterscheiden vermdgen, als der Gehalt des Blutes an Leukozyten sowie an

polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten.

2.2.3.2 Bewertung des Schweregrades von Erkrankungen

Da ihre Konzentration im Serum mit weiteren Parametern der klinischen Diagnostik korreliert,
kénnen APP zur Beurteilung des Schweregrades von Krankheiten genutzt werden.

So fanden GODSON et al. (1996) Korrelationen des Serum Hp Spiegels mit dem subjektiven
.Slick Score®, der Korpertemperatur, der Koérpergewichtsentwicklung und der Plasma
Zinkkonzentration bei Jungrindern mit experimentell erzeugter Bovine Respiratory Disease
(BRD). AKERSTEDT et al. (2007) zeigten in ihrer Studie den positiven Zusammenhang des
Somatic Cell Count (SCC) in der Milch von an Mastitis erkrankten Kihen mit den
Serumkonzentrationen von SAA und Hp auf. In weiteren Studien korrelierten die Serumspiegel
verschiedener APP unter anderem positiv mit der Qualitat des Vaginalausflusses sowie der
Kérpertemperatur bei Metritis (HUZZEY et al. 2009, DUBUC et al. 2010) oder auch mit der
Korpertemperatur und dem Ausmall der Lungenkonsolidierung bei Kalbern mit
Bronchopneumonie (HEEGAARD et al. 2000). Auch das Ausmals der bakteriellen
Kontamination des Uterus von frischlaktierenden Kihen korrelierte signifikant mit der
Serumkonzentration von AGP, Cp und Hp (SHELDON et al. 2001).

2.2.3.3 Bewertung der Prognose von Erkrankungen

Nicht zuletzt haben APP auch einen prognostischen Wert bei der Einschatzung von
Erkrankungen (MANIMARAN et al. 2016).
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Bereits 1996 fanden GODSON et al. eine signifikante positive Korrelation der Serum Hp
Konzentration mit der Todesrate der an BRD erkrankten Versuchstiere. HUZZEY et al. (2011)
fanden heraus, dass eine erhdhte antepartale Serumkonzentration von Hp bei Milchkiihen mit
einer erhohten Inzidenz flr puerperale Metritiden und einer erhéhten Abgangsrate innerhalb
der ersten 30 Tage p.p. verbunden war. SABEDRA (2012) stellte innerhalb der ersten Woche
p.p. signifikant hdhere Serumkonzentrationen von Hp bei Milchkihen fest, die innerhalb des
folgenden Puerperiums erkrankten. Ebenfalls reprasentierte die Serum Hp Konzentration den
Schweregrad der Erkrankung und korrelierte signifikant mit der Abgangsrate innerhalb der

ersten 100 Tage der Laktation.

2.2.4 Probenmaterialien und Bestimmungsmethoden

Herkdmmliche Bestimmungsmethoden fiir die meisten APP sind ELISA Tests (GODSON et
al. 1996, HIRVONEN und PYORALA 1998, GUZELBEKTES et al. 2010), nasschemische
Bestimmungsmethoden (OWEN et al. 1960, MAKIMURA und SUZUKI 1982, COOKE und
ARTHINGTON 2013) oder die Gelelektrophorese (CAIROLI et al. 2006) aus Blutserum oder -
plasma. In Zellen und Geweben kdnnen APP mittels Immunhistochemie sichtbar gemacht
werden (LAl et al. 2009). Auch Milch kann mittels kommerzieller Testkits wie ELISAs
(GRONLUND et al. 2005) oder moderner Immunosensor Assays (AKERSTEDT et al. 2006,
TAN et al. 2012) auf ihren Gehalt an APP wie Hp, SAA oder CRP untersucht werden.

2.2.5 Akute Phase Proteine mit Relevanz beim Rind

2.2.5.1 Ubersichtstabellen

Tabelle 3 bietet eine Ubersicht tiber die Hauptfunktionen der bedeutsamen APP des Rindes.
Eine zusammenfassende Ubersicht Uber die Klassifizierung sowie Referenzwerte der fiir das
Rind relevanten APP findet sich in Tabelle 4 (Begriffserlauterungen zu Charakter,
Reaktionsstarke und Reaktionszeit siehe 2.2.1). Tabelle 5 erlautert die Serumdynamik der

relevanten positiven APP im Rahmen verschiedener experimenteller Infektionen.



Literaturtubersicht

Tabelle 3: Ubersicht iiber den Charakter und die Hauptfunktionen der Akute Phase Proteine des Rindes

wahrend einer Akute Phase Reaktion

APP  Charakter wiahrend APR  Hauptfunktionen

Hp positiv Bindung von freiem Hamoglobin
Vermeidung von Zellschaden

SAA positiv Gewebereparatur, Férderung der
Phagozytoseaktivitat
Retinoltransportprotein, Antioxidans

Cp positiv Kupfer- und Eisentransportprotein, Antioxidans
Vermeidung von Zellwandschaden

Fb positiv Blutgerinnung: Bildung eines Gerinnungsthrombus
Bindung von Eisen und Zink, Antioxidans

AGP positiv Gewebereparatur, Immunmodulator
Antioxidans, Thrombozytenaggregationshemmer

Alb negativ Universales Plasmatransportprotein
Aufrechterhaltung des onkotischen Druckes

PON negativ Bestandteil von HDL

Schutz von Endothelzellen und Makrophagen

APP = Akute Phase Protein, APR = Akute Phase Reaktion, Hp = Haptoglobin, SAA = Serum Amyloid A, Cp =
Coeruloplasmin, Fb = Fibrinogen, AGP = a1-Acid Glycoprotein, Alb = Albumin, PON = Paraoxonase

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Klassifizierung und physiologische Referenzwerte der Akute Phase Proteine

des Rindes
APP Reaktionsstirke Reaktionszeit Physiologische Referenzwerte
Referenzwert Literaturquelle
Hp Major Second Line <0,20 HORADAGODA et al. 1994
(g/) <0,35 HORADAGODA et al. 1999
0,02-0,1 ECKERSALL et al. 2001
0,08 £ 0,03 CHAN et al. 2004
0,08 £ 0,01 NAZIFI et al. 2009
0,04 + 0,03 CHAN et al. 2010
SAA Major First Line <30 HORADAGODA et al. 1994
(mg/l) <8,8 HORADAGODA et al. 1999
3,6-11 ECKERSALL et al. 2001
1,3+£04 ECKERSALL et al. 2006
221+104 CHAN et al. 2010
Cp Moderate Second Line 88-334 HUSSEIN et al. 2011
(mgl/l)
Fb Moderate Second Line 1,58 - 2,94 CECILIANI et al. 2012
(g/)
AGP Moderate Second Line 0,2-1,04 ECKERSALL et al. 2001
(g/) 0,2-0,45 CECILIANI et al. 2012
Alb Minor k.A. 27 - 43 MORETTI et al. 2017
(9/)
PON k.A. k.A. 63,2-183,9 MORETTI et al. 2017
(U/ml)

APP = Akute Phase Protein, Hp = Haptoglobin, SAA = Serum Amyloid A, Cp = Coeruloplasmin, Fb = Fibrinogen,
AGP = a1-Acid Glycoprotein, Alb = Albumin, PON = Paraoxonase, k.A. = keine Angabe
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Tabelle 5: Serumdynamik ausgewadhlter positiver Akute Phase Proteine des Rindes im Rahmen

verschiedener experimenteller Infektionen

APP Infektioses Reaktions- Anstieg Peak Literaturquelle
Agens zeit (h) (%) (h)

Hp  P. multocida <20 1.600 48 DOWLING et al. 2002
(Atemwege)
M. haemolytica <24 1.100 - 2.000 48 GANHEIM et al. 2003
(Atemwege)
S. typhimurium 72 476 144 CLEMENTE et al. 2016
(Darm)
S. Dublin <48 1.339 168 SANTANA et al. 2018
(systemisch)

SAA P. multocida <20 1.000 48 DOWLING et al. 2002
(Atemwege)
M. haemolytica <24 1.500 48 -72 GANHEIM et al. 2003
(Atemwege)
S. aureus 24 8.000 60 ECKERSALL et al. 2006
(Euter)

Cp  S. typhimurium 48 85 168 CLEMENTE et al. 2016
(Darm)
S. Dublin 48 133 120 SANTANA et al. 2018
(systemisch)

Fb M. haemolytica <24 63 72-120 GANHEIM et al. 2003
(Atemwege)
S. Dublin 96 114 120 SANTANA et al. 2018
(systemisch)

AGP E. coli >72 133 > 216 OHTSUKA et al. 2001
(Euter)
P. multocida 48 44 >90 DOWLING et al. 2002
(Atemwege)

APP = Akute Phase Protein, Hp = Haptoglobin, SAA = Serum Amyloid A, Cp = Coeruloplasmin, Fb = Fibrinogen,
AGP = a1-Acid Glycoprotein

2.2.5.2 Positive Akute Phase Proteine des Rindes
2.2.5.2.1 Haptoglobin

Haptoglobin (Hp) (gr.: hapto-, hapte- = berlhren, anfassen, binden) ist ein a2-Globulin und
wurde erstmals 1938 von POLONOVSKI und JAYLE beschrieben. Es bindet freies
Hamoglobin unter Bildung von praktisch irreversiblen Hp-Hamoglobin-Komplexen (NAGEL
und GIBSON 1967, NAGEL und GIBSON 1971). Die schon frih beschriebene, ungewohnlich
starke Aviditat und Irreversibilitdt der Bindung beruht laut ANDERSEN et al. (2012) auf einer
Vielzahl gleichzeitig bestehender unterschiedlicher biochemischer Bindungen und Krafte wie
Disulfid- und Wasserstoffbriickenbindungen sowie van-der-Waals-Krafte. Bisher sind drei
verschiedene Formen des humanen Hp beschrieben: Hp 1-1, Hp 2-2 und Hp 2-1. Die
einzelnen Formen unterscheiden sich in der Anzahl, der Anordnung und dem genauen
Aminosauremuster ihrer Hp Monomere sowie in ihrem Molekulargewicht (WEJMAN et al.

1984). So liegt Hp 1-1 mit einem Molekulargewicht von ca. 100 Kilodalton (kDa) als dimeres
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Protein vor, dessen einzelne Monomere aus jeweils einer aminoterminalen a- und einer
carboxyterminalen B-Kette bestehen. Hp 2-1 und Hp 2-2 liegen mit Molekulargewichten von
220 bzw. 400 kDa in Form von Polymeren unterschiedlicher Zusammensetzung vor
(KRISTIANSEN et al. 2001). Mit einer hochpolymerisierten Struktur und einem
Molekulargewicht von 1.000 — 2.000 kDa (zusammengesetzt aus einer Vielzahl von 20 kDa
schweren a- und 35 kDa schweren B-Ketten) ahnelt bovines Hp laut MORIMATSU et al. (1991)
dem humanan Hp 2-2 am meisten. Die a- und B-Ketten zeigen Interspezieshomologien von
48 bzw. 90 Prozent. Hinsichtlich der Hamoglobinbindungsfahigkeit sind keine
Speziesunterschiede vorhanden, was fur eine besonders starke Homologie der
Hamoglobinbindungsstellen spricht. Gebildet wird Hp in den Hepatozyten der Leber als
Monomer, welches durch posttranskriptionale Modifikation in miteinander verbundene
Untereinheiten gespalten wird (HAUGEN et al. 1981).

Hamoglobin ist ein Tetramer, welches aus zwei a- und zwei B-Polypeptidketten mit jeweils
einer eisenhaltigen prosthetischen Gruppe, dem Ham Molekill, zusammengesetzt ist
(ALAYASH 2004). Es befindet sich normalerweise innerhalb von Erythrozyten und dient dort
dem Transport von am Ham Molekll gebundenem Sauerstoff im Blut. Durch seine hoch
reaktiven Hdm Molekile besitzt Hamoglobin eine starke Peroxidaseaktivitat (SADRZADEH et
al. 1984). Sowohl durch Autoxidation der zentralen Eisenionen als auch im Rahmen von
Redoxreaktionen mit anderen reaktiven Molekilen wie Wasserstoffperoxid kommt es zur
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies und Hydroxylradikalen, welche innerhalb der
Erythrozyten durch protektive Enzyme unschadlich gemacht werden (BUEHLER et al. 2009).
Wird Hamoglobin jedoch im Falle von intravasaler Hamolyse aus Erythrozyten freigesetzt,
wirkt die Peroxidaseaktivitat sich schadigend auf Endothelzellen der Blutgefalie, Zellen des
zentralen Nervensystems und der Nierentubuli aus (BAEK et al. 2012). Weiterhin unterbindet
freies Hamoglobin die Stickoxid-Signalkaskade im Gefallsystem, da es Stickstoffmonoxid zu
Nitrit oxidiert. Durch diesen Prozess wird die stickoxidinduzierte Vasodilatation verhindert, was
Perfusionsstérungen bis hin zu kardiovaskularen Komplikationen zur Folge hat (MINNECI et
al. 2005, SCHAER et al. 2016). LARSEN et al. (2010) stellten aul3erdem fest, dass freies Ham
die Synthese des proinflammatorischen High Mobility Group Box Protein 1 in Hepatozyten
fordert und den Verlauf einer Sepsis signifikant verschlechtert.

Mit Hilfe einer speziellen schlaufenférmigen Anordnung von Aminosauren am Hp Molekdl
binden Hp-Hamoglobin-Komplexe hochaffin an CD163-Rezeptoren auf Monozyten und
Gewebsmakrophagen, wodurch diese die Komplexe endozytotisch aufnehmen und
intrazelluldar enzymatisch abbauen (KRISTIANSEN et al. 2001, NIELSEN et al. 2007).
Zusatzlich stabilisiert Hp Hamoglobin durch Komplexbildung gegenuber reaktiven

Sauerstoffspezies bzw. potenziellen Redoxpartnern (BUEHLER et al. 2009). Auf diese Weise

10
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besitzt Hp bei Hamolyse eine indirekt protektive Funktion auf samtliche Koérperzellen und die
holosystemische Hamodynamik (LIM et al. 1998).

Neuere Forschungsergebnisse geben Anlass fur die Vermutung, dass Hp viele weitere
modulierende Funktionen im Immunsystem hat. So fanden ARREDOUANI et al. (2003)
unterschiedliche regulierende Einflisse von Hp auf die Zytokinproduktion von Th1- und Th2-
Zellen und somit sowohl auf die zellulare als auch die humurale Immunantwort. COSTA-
MALLEN et al. (2008) entdeckten Zusammenhange der humanen Hp Genotypen mit dem
Risiko des Erkrankens an Morbus Parkinson.

Die physiologische Blutserumkonzentration von Hp betragt bei Milchkihen < 0,1 g/l
(CECILIANI et al. 2012) bzw. 0,08 £ 0,01 g/l (NAZIFI et al. 2009) und steigt im Rahmen einer
APR innerhalb eines Tages nach Kontakt mit der jeweiligen Noxe auf das 100- bis 1.000-fache
der Ausgangskonzentration an. Innerhalb einer Woche kommt es zu einem Peak der Hp
Konzentration, welche nach Uberwinden der auslésenden Noxe nach etwa 14 Tagen wieder
zu Basiswerten zuruckkehrt (ECKERSALL und BELL 2010). Zusammenfassend eignet sich
Hp als Major APP besonders gut zur Diagnostik und Prognostik von Entziindungsreaktionen
beim Rind.

2.2.5.2.2 Serum Amyloid A

Serum Amyloid A (SAA) ist ein Apolipoprotein, das im Akute Phase Serum an High Density
Lipoproteine (HDL) gebunden vorliegt (BENDITT und ERIKSEN 1977, HUSEBEKK et al.
1988). Bovines SAA ist etwa 14 kDa schwer und liegt in mindestens drei Isoformen mit
unterschiedlichen isoelektrischen Punkten vor (ALSEMGEEST et al. 1995). SAA wird unter
dem Einfluss von Zytokinen wie IL-18 und IL-6 sowie bakteriellen Antigenen wie
Lipopolysacchariden (LPS) in Hepatozyten der Leber sowie in Makrophagen und Neutrophilen
Granulozyten gebildet. Urspringlich wurde das Protein im Rahmen der Amyloidoseforschung
entdeckt, da es von Antisera gegen das in verschiedenen Kdrpergeweben abgelagerte Protein
Amyloid A im Serum von chronisch kranken Patienten detektiert wurde (LEVIN et al. 1973).
ROSENTHAL et al. (1976) konnten beweisen, dass es sich bei dem im humanen Serum
gefundenen, 12 kDa schweren Protein um ein Vorlauferprotein des etwa 8,5 kDa schweren,
proteolytisch abgespaltenen Amyloid A handelt. Weitere Forschungsprojekte betonten die
Beteiligung von SAA bei der Entstehung der Amyloidose (HUSEBEKK et al. 1985, MEEK et
al. 1986), jedoch kommt es erst bei dauerhaft hohen Konzentrationen von SAA im Serum zu
problematischen Ablagerungen von Amyloid A in Milz, Niere und Leber (TAPE et al. 1988).

In den letzten Jahrzehnten wurden unzahlige mogliche Funktionen von SAA erforscht und die
Beteiligung des Proteins an verschiedenen Entziindungsprozessen wie beispielsweise bei
rheumatoider Arthritis, Atherosklerose und neoplastischen Erkrankungen festgestellt.

Dennoch sind die einzelnen Funktionen des APP noch nicht vollstandig verstanden.

11
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Der hohe Grad an evolutionarer Konservierung seiner Aminosauresequenz in allen bisher
erforschten Spezies (KISILEVSKY und MANLEY 2012) deutet auf essentielle Funktionen von
SAA im Rahmen der APR hin. Seine hemmende Wirkung auf den Ausstrom von Cholesterol
aus Korperzellen und dessen Ricktransport zur Leber via HDL scheint zwar das Risiko fir
Atherosklerose zu erhéhen (BANKA et al. 1995), gleichzeitig bedingt diese Eigenschaft auch
das Verbleiben von Cholesterol in verletztem Gewebe, wo es malgeblich fur die Zellreparatur
bendtigt wird (KISILEVSKY und MANLEY 2012). Ebenfalls in verletztem und infiziertem
Gewebe vermehrt auftretende Makrophagen des Typs M2, welchen eine wichtige Rolle bei
der Phagozytose von apoptotischen Neutrophilen Granulozyten zugesprochen wird, werden
von SAA aktiviert und ihre Phagozytoseaktivitat gefordert (SUN et al. 2015). Weiterhin spielen
von SAA und Palmitoyl-Oleyl-Phosphocholin gebildete Nanopartikel, in deren Lumen zerstorte
Zellmembranen gel6ést und neu zu Lipoproteinen formiert werden kénnen, vermutlich eine
effiziente Rolle bei der Beseitigung von Zelldetritus aus geschadigten Korperregionen (FRAME
et al. 2017). Nicht zuletzt kénnen die aktive Bindung und der Transport von Retinol anstelle
des wahrend einer APR vermindert synthetisierten RBP (DEREBE et al. 2014) sowie die
antioxidative Aktivitat (JAYARAMAN et al. 2016) von SAA im Komplex mit HDL als bedeutsam
fur die Reparation verletzten Gewebes und die Reduktion der bakteriellen Kontamination
betrachtet werden.

Die Vielzahl an Ligand-Rezeptor-Interaktionen von SAA mit Zelloberflachenrezeptoren wie
beispielsweise dem bakteriellen Outer Membrane Protein (Opsonierung von Gram-negativen
Bakterienspezies), dem Transkriptionsfaktor NF-kB (erhéhte Produktion proinflammatorischer
Zytokine und Chemotaxis von Phagozyten in entziindete Gewebe) (zusammengefasst von DE
BUCK et al. (2016) und SACK (2018)) verdeutlicht die herausragende Bedeutung des APP flr
die Bekdmpfung von schadigenden Noxen im Organismus von Saugetieren.

Die physiologische Blutserumkonzentration von SAA betragt 1,3 £ 0,4 mg/ml (CECILIANI et
al. 2012). Das Protein ist der Gruppe der Major APP zuzuordnen, da seine Konzentration im
Serum im Falle einer APR bis zu 1.000-fach erhéht ist (zusammengefasst von YE und SUN
(2015)). Als Major APP eignet sich SAA ebenso wie Hp besonders gut zur Diagnostik und

Einschatzung von Entzindungsreaktionen beim Rind.
2.2.5.2.3 Coeruloplasmin

Coeruloplasmin (Cp) wurde 1948 von HOLMBERG und LAURELL als ,Kupfer enthaltendes
Protein® entdeckt und nach seinen blau anfarbbaren kupferhaltigen Zentren (lat.: caeruleum =
(himmel-)blau) und dem Vorkommen im Blutplasma von Saugetieren benannt. Bovines Cp ist
dem humanen Cp sehr ahnlich: es handelt sich um ein a2-Globulin aus einer einzigen
Polypeptidkette mit einem Gewicht von etwa 125 kDa und sechs gebundenen Kupferatomen
je Molekil (KINGSTON et al. 1977, CALABRESE et al. 1981, DOOLEY et al. 1981). Neuere
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Analysen deckten das Vorhandensein weiterer Bindungsstellen fir zusatzliche Kupfer-,
Kalzium- und Eisenionen auf (BENTO et al. 2007).

Damit gehort Cp zu der Familie der Multi Copper Containing Enzymes und bindet bis zu 95 %
des im Blut enthaltenen Kupfers bei Saugetieren. Cp besitzt eine Oxidaseaktivitat gegenuber
verschiedenen Substraten, darunter Eisen (CURZON 1961) und biogene Amine wie Adrenalin
und Noradrenalin (HOLMBERG und LAURELL 1948). Neben der Oxidaseaktivitat besitzen die
kupferhaltigen Doméanen des Proteins aul3erdem eine ausgepragte Wirkung als Antioxidans
und verhindern so unter anderem die Autoxidation von Lipiden an Zellmembranen (AL-TIMIMI
und DORMANDY 1977). Cp kann als extrazelluldres Aquivalent von intrazelluldren
Schutzproteinen gegenuber oxidativem Stress wie Katalase, Glutathion-Peroxidase und
Superoxid-Dismutase bezeichnet werden, wobei es weniger effektiv Wasserstoffradikale
neutralisiert, aber besonders effektiv die kupfer- und eisenioninduzierte Lipidperoxidation
hemmt (GUTTERIDGE 1983). 1984 entdeckten BARNES und FRIEDEN ein ca. 60 kDa
schweres Cp Rezeptorprotein auf der Membran von humanen Erythrozyten, welches eine sehr
spezifische und starke Bindung mit Cp eingeht, und schlussfolgerten eine physiologische
Bedeutung von Cp beim Schutz der Membranintegritat von Erythrozyten und somit bei der
Verlangerung deren Lebensdauer.

1988 konnte GITLIN zeigen, dass die Synthese von Cp mRNA in der Leber innerhalb von 24
Stunden nach Induktion einer Entziindungsreaktion 6- bis 10-fach gesteigert ist. Damit bewies
der Forscher erstmals, dass Cp den Character eines Moderate APP besitzt. Im Falle einer
APR kommt es durch proinflammatorische Zytokine unter anderem zum vermehrten Andocken
aktivierter polymorphnukledrer Zellen wie Granulozyten und Makrophagen an das
Gefallendothel (siehe 2.5.1). BROADLEY und HOOVER (1989) gelang der Beweis, dass
dieses sogenannte Aftachment der Immunzellen am Endothel durch im Blutplasma
anwesendes Cp hemmend beeinflusst und aul’erdem die von polymorphnuklearen Zellen
freigesetzten Superoxide neutralisiert werden. Spater wurde festgestellt, dass Cp im Rahmen
einer APR neben Hepatozyten auch von durch Zymosan aktivierten Monozyten freigesetzt
wird und die Oxidation von Low Density Lipoproteinen (LDL) an Muskel- und Endothelzellen
katalysiert (MUKHOPADHYAY et al. 1996). Ebenfalls im Verlauf der APR relevant ist der
Eisenstoffwechsel, welcher nachweislich wesentlich durch die Wechselwirkung von Cp und
Transferrin beeinflusst wird (HELLMAN und GITLIN 2002).

Aufgrund der starken Abhangigkeit der Cp Aktivitdt von gebundenen Kupferionen kann die
Oxidaseaktivitat auferdem zur Beurteilung der Kupferversorgung von Rinder- und
Schafherden (BLAKELY und HAMILTON 1985, LAVEN et al. 2007) genutzt werden. Dabei ist
allerdings die Bedeutung des Probenmaterials zu betonen, da in Serumproben nicht nur eine
niedrigere Kupferkonzentration, sondern auch eine signifikant geringere Cp Aktivitat als in
Plasmaproben gemessen wird (LAVEN et al. 2007, HUSSEIN und STAUFENBIEL 2012,
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HUSSEIN et al. 2012, HANSKE 2019). Der Grund ist ein sehr variabler Verlust von
Kupferionen sowie vermutlich vollstdndigen Cp Molekilen durch Komplexierung im
Gerinnungsthrombus (PAYNTER 1982), die hohe Variabilitat dieses Prozesses ist noch nicht
vollstandig geklart. Zwar besteht eine gute Korrelation zwischen der Cp Aktivitat in Serum- und
Plasmaproben (HUSSEIN et al. 2012), zur Einschatzung der Kupferversorgungslage sollten
aber Plasmaproben gewahlt werden (LAVEN et al. 2007).

Die physiologische Cp Konzentration im Serum von Milchkihen betragt 88 — 334 mgl/l
(HUSSEIN et al. 2012). Das Protein eignet sich als Moderate APP zur Diagnostik von

Entziindungsreaktionen sowie zur Einschatzung der Kupferversorgung von Rind und Schaf.
2.2.5.2.4 Fibrinogen

Fibrinogen (Fb) ist ein 340 kDa schweres Glykoprotein mit herausragender Bedeutung bei der
Hamostase. Es handelt sich dabei um ein langliches dimeres Molekll aus drei knduelartigen
Domanen mit schmalen, strangartigen Verbindungen (HALL und SLAYTER 1959). Zwei
terminale Domanen, jeweils bestehend aus einer Aa-, BB- und y-Kette, stehen sich
spiegelbildartig gegentber und sind Uber eine zentrale Domane miteinander verbunden
(zusammengefasst von FUSS et al. (2001)). In der zentralen Doméne, an den
aminoterminalen Enden der Aa- und Bf-Ketten befinden sich Fibrinopeptid A und B. Werden
diese durch Thrombin vom Fb Molekll abgespalten, kommt es zur spontanen Polymerisierung
mehrerer Fb Monomere zu Fibrinprotofibrillen (BAILEY et al. 1951). Unter Beteiligung weiterer
Proteine der Gerinnungskaskade werden diese Fibrinprotofibrillen quervernetzt und bilden
schlieBlich die Grundlage fir einen elastischen und hochstabilen Gerinnungsthrombus. Fb ist
weiterhin an der Thrombozytenaggregation beteiligt, indem es vom Oberflachenrezeptor GP
Il b/ I a auf aktivierten Thrombozyten gebunden wird und diese so im Thrombus fixiert. Durch
das Enzym Plasmin wird das entstandene Fibrin im Rahmen der Fibrinolyse aufgeldst, wobei
sogenannte Fibrinspaltprodukte entstehen (zusammengefasst von FUSS et al. (2001) und
LOWE et al. (2004)). Die beschriebenen Vorgange erklaren die Bedeutung von Fb als APP
vorwiegend im Hinblick auf Gerinnung, Wundverschluss und Wundheilung.

Fb scheint mit mehreren Hdm-Gruppen assoziiert zu sein (NIELSEN et al. 2011) und bindet
neben seiner Rolle als klassisches Gerinnungsprotein auch Calcium-, Zink- und Eisenionen
(ORINO 2013) sowie das Eisentransportprotein Ferritin (TAKAHASHI et al. 2013, OKADA et
al. 2015). Durch diese Eigenschaften wirkt Fb als Antioxidans und tragt bei
Infektionskrankheiten dazu bei, die Menge an fur Bakterien verfugbarem Eisen im Blutplasma
zu verringern. Nicht zuletzt interagiert Fb mit Immunglobulin G (TAKAHASHI et al. 2013).
Physiologische Fb Konzentration im Blutplasma von Rindern bewegen sich im Bereich von
1,58 — 2,94 g/l (CECILIANI et al. 2012) bzw. 3,59 + 0,10 g/l (NAZIFI et al. 2009).

Fb gilt als Moderate APP des Rindes und kann zur Diagnostik von Entziindungsprozessen

herangezogen werden.
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2.2.5.2.5 a1-Acid Glycoprotein

Das a7-Acid Glycoprotein (AGP) oder Orosomukoid ist ein 43 — 60 kDa schweres, stark
glykosyliertes Protein, welches mit einem 3- bis 5-fachen Konzentrationsanstieg im Plasma
wahrend einer APR beim Rind als Minor Positive APP gilt. Es setzt sich aus einer einfachen
Polypeptidkette mit 183 Aminosauren und einem fir Glykoproteine ungewdhnlich hohen Anteil
von etwa 45 % Kohlenhydraten, darunter vor allem Sialinsdurereste, zusammen (SCHMID
1975). Produziert wird es vorwiegend in der Leber, aber auch extrahepatisch, beispielsweise
in aktivierten bovinen Lymphozyten (IWATA et al. 1988) und neutrophilen Granulozyten
(RAHMAN et al. 2008).

Die Funktionen von AGP sind vielfaltig und noch nicht ganzlich erforscht, jedoch scheint es
vorwiegend immunmodulatorisch und dabei antiinflammatorisch zu agieren (BENNETT und
SCHMID 1980). Das stark saure Protein mit einem isoelektrischen Punkt von 2,7 — 3,5 gilt
neben Albumin als wichtiges Transportprotein fir neutrale und basische endo- und exogene
Substanzen, darunter verschiedene Hormone und Pharmaka (CECILIANI und POCACQUA
2007). Die Auspragung der Glykosylierung und damit einhergehend das Molekulargewicht ist
stark variabel und beeinflusst die Wirkweise des Proteins im Rahmen von Entzindungen
(VASSON et al. 1994, CECILIANI und POCACQUA 2007, RAHMAN et al. 2008, MIRANDA-
RIBERA et al. 2010). Nachweislich hemmt das AGP die Aggregation von Thrombozyten
(COSTELLO et al. 1979), sorgt somit fir eine gute Perfusion in entziindetem Gewebe und
kann einer disseminierten intravasalen Koagulation vorbeugen. Des Weiteren reduziert es die
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten (COSTELLO et al. 1984, VASSON et al. 1994) und
die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (STAKAUSKAS et al. 2005), reguliert die
Chemotaxis von Monozyten durch Reduktion der CD18-Expression (LECCHI et al. 2008),
moduliert die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine aus neutrophilen Granula
(MIRANDA-RIBERA et al. 2010) und wirkt so protektiv auf geschadigte Gewebe. Zusatzlich
schitzt das AGP auch Erythrozytenmembranen vor oxidativem Stress, erhoéht die
Membranstabilitat (MATSUMOTO et al. 2003) und reduziert die Apoptose in entziindetem
Gewebe (CECILIANI et al. 2007).

Die physiologische Plasmakonzentration von AGP beim Rind betragt 0,3 — 0,4 mg/ml
(STAKAUSKAS et al. 2005) bzw. 0,2 — 0,45 g/l (TAMURA et al. 1989, CECILIANI et al. 2012).
ECKERSALL et al. (2001) fanden mittlere Serumkonzentrationen von 0,31 mg/ml (0,2 — 1,04
mg/ml) bei gesunden Kihen, 0,53 mg/ml (0,11 — 1,26 mg/ml) bei Kihen mit geringgradiger
Mastitis und 0,54 mg/ml (0,3 — 2,0 mg/ml) in Fallen von mittelgradiger Mastitis. Dabei
unterschieden sich die Serumkonzentrationen der an Mastitis erkrankten Kuhe signifikant (p <
0,05 bzw. p < 0001) von denen der gesunden Tiere. In der Milch konnten CECILIANI et al.
(2005) keine Konzentrationsunterschiede von AGP bei niedrigen (< 250.000 Zellen/ml Milch)
und hohen (> 250.000 Zellen/ml Milch) Zellzahlen feststellen. Eine Vermutung der
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Arbeitsgruppe lauete, dass das AGP nicht primar durch starke Konzentrationsanstiege,
sondern durch die Modifikation der Glykosilierung auf unterschiedliche Noxen reagiert.
AGP ist ein Moderate APP des Rindes, das physiologisch als Transportprotein und im Rahmen

einer APR als immunmodulatorisches Agens auftritt.

2.2.5.3 Negative Akute Phase Proteine des Rindes
2.2.5.3.1 Albumin

Im Serum von Saugetieren ist das mit hdchsten Gehalten vertretene Protein das Albumin (Alb).
Schon im frGhen 20. Jahrhundert wurde es entdeckt und einfach aufgrund des hohen
Proteingehalts von Huhnereiweil? (lat.: albus = wei) benannt (PETERS 1977). Sein
Vorkommen im Blut von verschiedenen Invertebraten und Vertebraten sowie allen erforschten
Saugetierarten und die dabei beeindruckenden Interspezieshomologien  der
Aminosauresequenzen (SARICH und WILSON 1967) sprechen flr die groRe Bedeutung des
Proteins in der Physiologie dieser Organismen. Im Unterschied zu den meisten anderen
bedeutsamen Plasmaproteinen handelt es sich dabei nicht um ein Glykoprotein. Synthetisiert
wird es im Endoplasmatischen Retikulum von Hepatozyten als Prapropeptid, bevor es nach
zweimaliger hydrolytischer Spaltung als fertiges Protein in das Gangsystem der hepatischen
Sinusoide abgegeben wird (REDMAN und CHERIAN 1972, PETERS 1977). Bovines Serum
Alb ist ein etwa 67 kDa schweres Protein mit 583 Aminosauren (BUJACZ 2012).

Alb fungiert als Transportprotein flr unterschiedliche Stoffe im Blut, darunter Metabolite,
Aminosauren, lonen, Hormone und viele Medikamente (ROTHSCHILD et al. 1975). AuRerdem
ist der Gehalt an Alb im intravasalen Raum entscheidend fiir den onkotischen Druck, ein Effekt,
der schon frih in Form von Alb Infusionen therapeutisch genutzt wurde (zusammengefasst
von CAIRONI und GATTINONI (2009)).

Die Synthese von Alb wird von verschiedenen Faktoren positiv oder negativ beeinflusst. Eine
vermehrte Alb Synthese wurde unter dem Einfluss von Corticosteroiden und Thyroxin
beobachtet. Zu einer verminderten Synthese von Alb kommt es im Falle eines mangelhaften
Angebots an Aminosauren aus der Nahrung, einer Lebererkrankung oder einer erhéhten
Stoffwechselbelastung der Leber im Rahmen von entzindlichen Prozessen wie der APR
(zusammengefasst von WHICHER und SPENCE (1987)). Der =zuletzt genannte
Zusammenhang erlautert die Funktion von Alb als negatives APP. Jedoch ist nicht nur die
verminderte Synthese von Alb fir den reduzierten Plasma- bzw. Serumspiegel verantwortlich,
auch Verluste von Alb Uuber durch systemische Entzindungsprozesse geschadigte
GefalRendothelien und Glomeruli der Nieren spielen vermutlich eine grof3e Rolle (FLECK et al.
1985).

Physiologische Blutserumkonzentrationen von Alb beim Rind bewegen sich zwischen 27 — 43
g/l (MORETTI et al. 2017).
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2.2.5.3.2 Paraoxonase

Paraoxonase (PON) ist eine calciumabhangige, etwa 45 kDa schwere Esterase, welche die
Hydrolyse von Organophosphatverbindungen, wie dem namengebenden Paraoxon (Diethyl-
p-Nitrophenylphosphat), katalysiert. Erstmals beschrieben wurde das Enzym von ALDRIDGE
(1953). Im Serum von Saugetieren ist PON neben dem Apolipoprotein apoA-1 ein
physiologischer Bestandteil des antioxidativen Lipoproteinkomplexes HDL (MACKNESS und
WALKER 1988), was die Resistenz dieser Klasse gegen als Insektizide eingesetzte
Organophosphate erklart. Die PON Aktivitat des HDL verhindert unter anderem die Oxidation
von LDL und somit die Akkumulation von Lipidperoxiden in Macrophagen, Endothel- und
glatten Muskelzellen, was einen naturlichen Schutz vor Atherosklerose darstellt (MACKNESS
et al. 1991, MACKNESS et al. 1993) und die Lebensdauer sowie Funktionalitdt von
Endothelzellen verlangert (GARCIA-HEREDIA et al. 2013).

Signifikant erniedrigte Serum PON Spiegel wurden im Rahmen von Entzindungsreaktionen
nach chirurgischen Eingriffen bei Nagetieren (BIN ALl et al. 2003) sowie bei humanen
Patienten mit chronischen Lebererkrankungen (FERRE et al. 2002) festgestellt. TURK et al.
(2004) fanden signifikant niedrigere PON Spiegel bei Milchkihen im frGhen Puerperium
verglichen mit Kiihen in der spaten Laktation und vermuteten einen Zusammenhang mit der
metabolischen Belastung der Leber rund um die Kalbung. Ferner korrelierte der Serum PON
Spiegel signifikant (p < 0,05 bzw. p < 0,005) mit dem des ebenfalls negativen APP Alb bzw.
mit dem Glukosespiegel wahrend der postpartalen Negativen Energiebilanz (NEB) (TURK et
al. 2008). Der hoch signifikante Zusammenhang der Leberfunktion mit dem Serumspiegel von
PON kann laut FARID et al. (2013) zur Diagnostik der hepatischen Lipidose bei Milchkihen
genutzt werden. Aktuellere Forschungsergebnisse bestatigen die Aussagekraft von
erniedrigten PON  Serumspiegeln p.p. hinsichtlich  oxidativen  Stresses und
Leberstoffwechselbelastungen bei Milchkiihen (KULKA et al. 2016) und messen dem Enzym
eine mogliche Bedeutung bei der klinischen Labordiagnostik dieser Phanomene zu.

Die physiologische Serumaktivitdt von PON bei Milchkihen betragt 63,2 — 183,9 U/ml
(MORETTI et al. 2017).

2.3 Akute Phase Proteine im Zusammenhang mit Erkrankungen des Rindes

2.3.1 Stress

In einer Studie von ARTHINGTON et. al (2003) fuhrte Transportstress bei Kalbern zu
signifikanten Anstiegen von SAA, Fb, AGP und Cp im Serum. ARAUJO et al. (2010) fanden
nach 24 stindigem Transport sowohl bei mannlichen (N = 30) als auch weiblichen (N = 48)
Kalbern der Rassen Braford bzw. Brahman Crossbred signifikante Anstiege von Hp im Serum.

LOMBORG et. al (2008) berichteten, dass Transportstress und das Unterbringen in einer

17



Literaturtubersicht

unbekannten Umgebung zu signifikanten Anstiegen von SAA im Serum von klinisch gesunden
ausgewachsenen Milchkuhen fuhrte. Bei finf von acht Kuhen stiegen auch die Hp
Konzentrationen an. Dehydratation wurde durch Hamatokritmessungen als Ursache fur falsch
positive Werte ausgeschlossen. GIANNETTO et al. (2011) bestatigten die oben genannten
Beobachtungen bei der Untersuchung von tber 5 Stunden transportierten und 48 Stunden im
Schlachthof gesammelten Limousin Kalbern (N = 10) und stellten eine enge Korrelation der
Hp und SAA Konzentrationen im Serum zu den weil3en Blutzellen fest. In dieser Studie zeigte
SAA den deutlichsten Anstieg innerhalb von 24 Stunden nach Beginn des Transports, wahrend

Hp nach 48 Stunden eine Peakkonzentration erreichte.

2.3.2 Metritis und Endometritis

Der deutliche Zusammenhang von Metritiden und Endometritiden mit der Serumkonzentration
von Hp und SAA ist in der Literatur vielfach beschrieben. Dabei waren die Konzentrationen
der APP nicht nur im Serum von Tieren mit klinisch manifesten Metritiden héher als bei
gesunden Tieren (SCHNEIDER et al. 2013, POHL et al. 2015, BARRAGAN et al. 2018b),
sondern auch Tiere mit subklinischen Endometritiden wiesen erhdhte Serumkonzentrationen
von Hp und SAA auf (BRODZKI et al. 2015). DUBUC et al. (2010) konnten zeigen, dass eine
gesteigerte Serum Hp Konzentration innerhalb der ersten Woche p.p. einen Risikofaktor fur
pathologischen Vaginalausfluss und zytologisch diagnostizierte Metritiden (Diagnose im Mittel
an Tag 6 p.p.) und Endometritiden (Diagnose im Mittel an Tag 35 p.p.) darstellt. Zudem
konnten HUZZEY et. al (2009) eine signifikante positive Korrelation der Serumkonzentrationen
von Hp mit dem Schweregrad von Endometrititiden feststellen. BURKE et al. (2010)
berichteten bei Kilhen mit Endometritis (definiert als > 6% polymorphnukleare Zellen an der
Gesamtheit von kernhaltigen Zellen) an Tag 42 p.p. nur noch marginal héhere Hp
Konzentrationen als bei Kihen ohne Endometritis (definiert als < 1% polymorphnukleare
Zellen). Die Konzentrationen von Alb hingegen waren bei den an Endometritis erkrankten
Kidhen von Tag -14 ante partum (a.p.) bis Tag +42 p.p. signifikant niedriger als bei den

gesunden Tieren.

2.3.3 Mastitis

Sowohl in der Milch als auch im Serum von Kihen mit subklinischer und klinischer Mastits
konnten von verschiedenen Autoren signifikant erhdhte Konzentrationen von SAA und Hp
gemessen werden. Dabei korrelierten der CMT (engl.: California Mastitis Test) Score
(NIELSEN et al. 2004), der direkte SCC und die mikrobiologische Bakterienkultur
(ECKERSALL et al. 2001, KOVAC et al. 2007, SIMOES et al. 2018), die Adenosintriphosphat-
Aktivitat als indirektes Mal} fur die Zellzahl (GRONLUND et al. 2005) sowie der mittels

Polymerasekettenreaktion (engl: Polymerase Chain Reaction, PCR) bestimmte Gehalt an
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bakterieller Desoxyribonukleinsaure (engl.: Deoxyribonucleic Acid, DNA) (KALMUS et al.
2013) (unter Voraussetzung variabler Signifikanzniveaus) signifikant positiv mit der
Konzentration beider APP. Hinsichtlich der Eignung von Hp bzw. SAA fur die Einschatzung
des Schweregrades und des Verlaufs einer Mastitis lieferten die Arbeitsgruppen jedoch
widerspruchliche Ergebnisse. Laut ECKERSALL et al. (2001) konnte lediglich SAA, nicht aber
Hp, signifikant zwischen den Gruppen 1) ,milde“ und 2) ,mittelgradige Mastitis“ unterscheiden.
GRONLUND et al. (2005) fanden derartig variable Gehalte an Hp und SAA in der Milch aus
chronisch subklinisch infizierten Eutern, dass lediglich die Unterscheidung 1) ,gesund® und 2)
.Krank“ bestatigt werden konnte. Zudem schien in dieser Studie Hp sensitiver fur Mastitiden zu
sein, was den Ergebnissen einer vorherigen Studie der Arbeitsgruppe widersprach, in welcher
SAA sensitivere Eigenschaften aufwies (GRONLUND et al. 2003). Die Arbeitsgruppe
schlussfolgerte, dass unterschiedliche Kombinationen von Pathogenen mdoglicherweise
variable Zytokinmuster provozieren und somit zu unterschiedlich ausgepragten APR und
Proteinmustern fuhren koénnten. NIELSEN et al. (2004) beobachteten signifikante
Korrelationen beider APP mit dem CMT Score. Aullerdem stellten sie signifikante
Unterschiede der Milch APP Konzentrationen zwischen den Gruppen 1) ,Mastitis ohne
extramammare Entzindungsprozesse®, 2) ~Mastitis mit extramammaren
Entzindungsprozessen® und 3) ,ohne Mastitis und ohne extramammare
Entzindungsprozesse® fest, wobei die hdchsten Konzentrationen beider APP in Gruppe 1
gefunden wurden. Es konnte daraus geschlossen werden, dass erhdhte Konzentrationen von
sowohl Hp als auch SAA in der Mich wunabhangig von extramammaren
Entziindungsprozessen flir das Vorliegen einer Mastitis sprechen.

Inzwischen gilt es als gesichert, dass unabhangig von der systemischen Entziindungsreaktion
auch lokal im Euter von Parenchym- und Epithelzellen sowie neutrophilen Granulozyten ein
gewebsspezifisches M-SAA 3 (engl.: Mammary Gland SAA 3) (MOLENAAR et al. 2009) und
M-Hp (engl.: Milk Hp) (THIELEN et al. 2007, LAl et al. 2009) gebildet werden. THIELEN et al.
(2007) vermuteten eine wichtige Rolle des im Euterparenchym lokal gebildeten Hp bei der
direkten Regulation der Immunantwort im Falle einer Infektion. MCDONALD et al. (2001)
fanden zudem erhdhte Konzentrationen von M-SAA 3 im Kolostrum von eutergesunden
Rindern, Pferden und Schafen und schlussfolgerten eine mdgliche Rolle dessen bei der
Immunisierung der Neugeborenen sowie bei adaptiven Umbauprozessen im
frischlaktierenden Driisengewebe.

Fraglich ist nach wie vor, ob die bei entziindlichen Prozessen erhdhte Permeabilitat der Blut-
Euter-Schranke den Ubertritt von Serum APP in die Milch bewirkt oder ob die vermehrte
intramammare Produktion von APP allein fir die erhéhte Konzentration dieser in der Milch
verantwortlich ist. Im Falle von subklinischen Mastitiden scheint letzteres den grofieren

Einfluss zu haben: die Bestimmung von SAA und Hp in der Milch war aussagekraftiger als die
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Bestimmung im Serum, zwischen beiden Materialien bestand aber eine signifikante Korrelation
(KOVAC et al. 2007, SAFI et al. 2009).

Grundsatzlich erscheint es laut AKERSTEDT et al. (2007) sinnvoll, die Konzentrationen der
APP in der Milch stets im Zusammenhang mit dem SCC zu beurteilen. Aktuell geht man bei
der Analyse von Milch auf ihnren Gehalt an APP von einer Kombination aus vom Plasma in die

Milch Gbergetretenen und vom Euterparenchym selbst gebildeten Proteinen aus.

2.3.4 Respiratorische Erkrankungen

Bereits 1996 entdeckten GODSON et al. erhdhte Hp Konzentrationen im Serum von
experimentell mit Bovinem Herpesvirus 1 (BHV-1) und Mannheimia haemolytica infizierten
Kalbern. Zusatzlich fanden sie signifikante Korrelationen der Hp Konzentration mit weiteren
klinischen Parametern zur Einschatzung des Schweregrades der Infektion sowie mit der
Todesrate der erkrankten Tiere. Auf dieser Basis betonte die Arbeitsgruppe die Bedeutung
von Hp als diagnostischer und prognostischer Marker bei infektidsen Atemwegserkrankungen.
In den darauf folgenden Jahren bestatigten verschiedene Arbeitsgruppen sowohl bei
experimentellen Infektionen mit dem Bovinen Respiratorischen Synzytialvirus (BRSV)
(HEEGAARD et al. 2000), Pasteurella multocida (DOWLING et al. 2002), dem Bovinen
Virusdiarrhoe Virus (BVDV) und Mannheimia haemolytica (GANHEIM et al. 2003) als auch in
Feldinfektionen mit verschiedenen Primar- und Sekundarerregern der BRD (NIKUNEN et al.
2007, ORRO et al. 2011, IDOATE et al. 2015) das Vorhandensein erhéhter Konzentrationen
von Hp, SAA und Fb sowie verminderte Serumkonzentrationen von LBP im Serum betroffener
Tiere. Dabei betonten GANHEIM et. al. (2003), dass auch im Serum subklinisch erkrankter
Tiere erhohte Konzentrationen der positiven APP gefunden werden konnten. Auferdem
wiesen sie, wie auch ORRO et al. (2011) auf die Bedeutung von Hp bei der Einschatzung des

Schweregrades der Erkrankung hin.
2.3.5 Metabolische Erkrankungen

2.3.5.1 Ketose und Lipomobilisation

Dass auch Stoffwechselerkrankungen, besonders im Zusammenhang mit der Mobilisation von
Korperfett, eng mit der Produktion von APP verknipft sind, wird bei der Untersuchung von
Klhen in der Transitphase deutlich. AMETAJ et al. (2005) stellten signifikant erhéhte Hp, SAA
und TNF-a Konzentrationen im Serum von Kihen mit experimentell induzierter hepatischer
Lipidose innerhalb von 12 Tagen p.p. fest. GUZELBEKTES et al. (2010) entdeckten ebenfalls
eine enge Beziehung zwischen dem Fettgehalt von Leberbioptaten und der Serum Hp bzw.
SAA Konzentration bei Kihen mit links- oder rechtsseitiger Labmagenverlagerung innerhalb
von 21 Tagen p.p. (r = 0,42, p < 0,01 bzw. r = 0,55, p < 0,001). Zudem waren die Serum Hp

und SAA Konzentrationen der Kihe mit und ohne Labmagenverlagerung signifikant
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verschieden (p < 0,01 bzw. p < 0,001) und tendenziell, aber nicht signifikant, hdher bei den
Kuhen mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung, wie auch in den Ergebnissen von MADEN et
al. (2012). HISS et al. (2009) fanden hdéhere Hp Konzentrationen im Serum von Tieren mit
Gehalten des Ketonkorpers Betahydroxybutyrat (BHB) > 1,6 mmol/l im Vergleich zu Tieren mit
niedrigeren BHB Konzentrationen. Auch Tiere mit Serumgehalten an freien Fettsauren (engl.:
Non Esterified Fatty Acids, NEFA) > 0,6 mmol/l wiesen in dieser Studie deutlich héhere Hp
Konzentrationen im Serum auf als Tiere mit niedrigeren NEFA Werten. ABUAJAMIEH et al.
(2016) berichteten von 4- bis 6-fach erhéhten Hp und 1,8- bis 4,2-fach erhéhten SAA
Konzentrationen im Blut von Kihen mit klinischer Ketose im Vergleich mit klinisch gesunden
Tieren. Auch EL-DEEB und EL-BAHR (2017) bestatigten signifikant erhdhte Serumspiegel von
NEFA, Hp, SAA, Fb, Cp und AGP bei Kiihen mit klinischer Ketose.

Fir den Zusammenhang von Ketose und Lipomobilisation mit systemischen
Entzindungsprozessen beim Rind gibt es verschiedene Theorien (zusammengefasst von
SORDILLO und RAPHAEL (2013)): Der Effekt einer chronischen systemischen Entziindung
durch UOberwiegend im Fettgewebe gebildete, sogenannte Adipozytokine und ein damit
einhergehend erhdhtes Risiko flr eine periphere Insulinresistenz ist bereits aus der
Humanmedizin bekannt (TILG und MOSCHEN 2006, FONTANA et al. 2007). Wahrend der
Transitperiode fuhrt der gesteigerte Energiebedarf flr die einsetzende Milchsynthese bei
Kihen zu einem transienten Glukosemangel und einer NEB. Der daraufhin reduzierte
Insulinspiegel im Plasma resultiert in einer vermehrten Lipolyse, um aus korpereigenen
Fettreserven Energie bereitzustellen. Im Fettgewebe ansassige Makrophagen und Adipozyten
produzieren dabei proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-6, welche eine systemische
Entziindungsreaktion triggern (MEDZHITOV 2008, SORDILLO et al. 2009). Eine zunehmende
Insulinresistenz der Korperperipherie ist zu beobachten. Zusatzlich kann der Stoffwechsel von
Immunzellen ebenfalls von der NEB sowie der Insulinresistenz betroffen und diese dadurch in

ihrer Funktionalitat eingeschrankt sein.

2.3.5.2 Hypocalcamie

Auch bei Milchkihen mit subklinischer Hypocalcdmie wurden signifikant erhohte
Serumkonzentrationen von Hp sowie erniedrigte von Alb vor und nach der Kalbung
nachgewiesen (FEIJO et al. 2018). Zudem war die Serumkonzentration von PON postpartal
erniedrigt.

Calcium wird fur viele intrazelluldre Transport- und Signaltransduktionsprozesse bendtigt. Ein
Calciummangel kann daher vielfaltige Stérungen der Immunzellfunktion bewirken, aber auch
die Glukosehomdostase beeintrachtigen und die postpartale NEB exazerbieren. Es ist
bekannt, dass Kuhe mit subklinischer und klinischer Hypocalcamie fur weitere Erkrankungen
des Puerperiums pradisponiert sind (RODRIGUEZ et al. 2017). Die enge Korrelation des

Serumcalciumspiegels mit Hp, Alb und PON unterstreicht die Komplexitat der
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Zusammenhange zwischen metabolischen und entziindlichen Prozessen im Organismus der
Transitkuh.

2.3.6 Lahmheit

Das Vorliegen von Pododermatitis circumscripta (PC), Pododermatitis septica (PS),
Interdigitaler Nekrobazillose (IN) und Papillomatéser Digitaler Dermatitis (PDD) war in einer
Studie von SMITH et al. (2010) mit erhdhten Hp Werten im Serum der betroffenen Tiere
assoziiert (nicht signifikant). Nach Behandlung von PS und IN mittels Klauenpflege bzw.
geeigneten Antibiotika sank die Haptoglobinkonzentration innerhalb von 4 Tagen signifikant
und ermdéglichte somit Rilckschlisse auf den Erfolg der Therapie. Ebenso konnte der Erfolg
der Therapie von Arthritis, PC und Weilde-Linie-Defekten von JAWOR et al. (2008) anhand der
Konzentrationen von Hp, SAA und Fb nachvollzogen werden.

NAZIFI et al. (2012) fanden signifikant erhdhte Werte von Hp, SAA, TNF-a und Interferon
(IFN)-y im Serum von Kihen mit Dermatitis Interdigitalis, dabei konnte die Arbeitsgruppe
zusatzlich signifikant hdhere Serum Entzindungswerte bei Lasionen mit nachweisbarem
Genmaterial des Erregers Fusobacterium necrophorum feststellen. ZHANG et al. (2015)
fanden schon vor den ersten Anzeichen von Lahmheit erhdhte Konzentrationen von Hp und
SAA im Serum von Milchkiihen. Im Serum von Tieren, die mit Lahmheit auffielen, waren,
ebenso wie bei BAGGA et al. (2016), signifikant hohere Konzentrationen beider APP
gegenuber der klinisch lahmheitsfreien Kontrollgruppe zu finden.

Laut O'DRISCOLL et al. (2017) zeigte die Plasma Hp Konzentration einen signifikanten
Zusammenhang zum Schweregrad von Einblutungen im Sohlenhorn von Milchkiihen. Dabei
ergab die Analyse weiterer Stoffwechselparameter (Cortisol, Glukose, Totalprotein (TP),
Harnstoff und Creatinkinase) keine signifikanten Zusammenhange. Auffallig ist bei
Betrachtung dieser Studie au3erdem, dass ein vor der Examination der Klauen durchgefiihrtes
und somit verblindetes Lahmheitsscoring signifikante positive Korrelationen des
Lahmheitsgrades der Tiere mit dem Grad der podalen Hamorrhagien aufzeigte. Somit kann
das Potential von Hp bei der Fruherkennung von schmerzhaften, Lahmheit provozierenden

podalen Lasionen betont werden.
2.4 Akute Phase Proteine im Zusammenhang mit Milchleistung und Fertilitat

2.4.1 Milchleistung

Die Milchleistung von Kuhen hangt stark vom Verlauf des Puerperiums ab (STEVENSON
1987). In diesem Zeitraum tritt die Uberwiegende Anzahl von Erkrankungsfallen des gesamten
Laktationszyklus auf (GOFF und HORST 1997). Erkrankungen wie Metritiden und Mastitiden
sowie Sekundarerkrankungen wie Ketose und das Lipomobilisationssyndrom kénnen u.a. die

Futteraufnahme im Puerperium reduzieren und somit zu einem schlechteren Start in die
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Laktation und einer geringeren Gesamtlaktationsleistung fihren (KAUFMAN et al. 2018).
BACHSTEIN (2016) fand in einer einjahrigen Beobachtungsstudie (n = 1949 Kuhe) heraus,
dass die 305 Tage Milchleistung bei pluriparen Kuhen mit zwei Erkrankungsfallen innerhalb
der ersten 30 Tage p.p. im Vergleich zu gesunden Kuhen um durchschnittlich 588 kg reduziert
war, bei Kiihen mit drei oder mehr Erkrankungsfallen um 855 kg. Diese Erkenntnisse betonen
die grofde Bedeutung der Tiergesundheit im peripartalen Zeitraum fur die Wirtschaftlichkeit von
Milchviehbetrieben. Sogar ein konkreter Zusammenhang von systemischer Entziindung und
der vermehrten Apoptose von Milchdrisenepithelzellen sowie einer beeintrachtigten
Laktogenese konnte bei Milchkiihen (VANSELOW et al. 2006) und Mausen (CONNELLY et
al. 2010) bereits gezeigt werden. Erhdhte Hp Konzentrationen in Woche -2 und -1 a.p. sowie
+1 p.p. korrelierten in einer Studie von HUZZEY et al. (2015) konstant negativ mit der
Milchleistung in der folgenden Laktation.

Die Konzentration von Hp im Serum von Kihen im peripartalen Zeitraum kann somit in
Anbetracht der engen Zusammenhange von Entziindung, Krankheit und Leistung als

pradiktiver diagnostischer Marker fur die Milchleistung in der Folgelaktation betrachtet werden.
2.4.2 Fertilitat

2.4.2.1 Wiederaufnahme der ovariellen Aktivitat

KRAUSE et al. (2014) fanden bei Kiihen, die innerhalb der ersten 44 DIM ovulierten, a.p.
niedrigere Hp und p.p. héhere PON und Alb Spiegel im Serum als bei bis zu diesem Zeitpunkt
anovulatorischen Kihen. Post partum waren hingegen keine Unterschiede in den Hp Werten
der frih ovulatorischen und anovulatorischen Kiihe zu erkennen. Kiihe mit niedrigeren PON
und Alb Spiegeln p.p. und héheren Hp Werten a.p. wiesen zudem hohere Werte von
polymorphkernigen Neutrophilen in der Uterussplilflissigkeit auf. Diese waren jedoch nicht mit
einer hoheren Inzidenz fir Metritiden assoziiert. Eine weitere Studie beobachtete bei
anovulatorischen Kuhen insbesondere p.p. (Tag 0 und 3) signifikant hdhere Plasma Hp
Konzentrationen als bei Kiihen, die innerhalb der ersten 35 Tage in Milch erfolgreich ovulierten
(CHEONG et al. 2017). In dieser Studie konnten keine Unterschiede in der PON Konzentration
festgestellt werden und eine initial starke Erhéhung der Anzahl polymorphkerniger neutrophiler
Granulozyten in der Uterussplilfliissigkeit war mit einer erfolgreichen Ovulation assoziiert.
Diese Ergebnisse verdeutlichen die Komplexitdt der Zusammenhdnge zwischen
immunologischen Prozessen einerseits und der Wiederaufnahme der zyklischen Ovaraktivitat
andererseits. Dennoch kann daraus abgeleitet werden, dass erhdhte peripartale Hp
Konzentrationen im Serum, welche auf das Vorhandensein von Erkrankungen oder Stress in
der Trockenstehphase hindeuten, ein Risikofaktor fur Zyklusstérungen im Puerperium
darstellen. Dass p.p. keine Unterschiede in den Hp Konzentrationen von friih ovulatorischen

und anovulatorischen Kuhen gefunden wurden, kdnnte darauf beruhen, dass die Kalbung fur
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alle Tiere einen multifaktoriellen Stressor darstellt und daher bei allen Tieren ahnlich stark
erhdohte Hp Werte bewirkt.

2.4.2.2 Konzeptionsrate

CHAN et al. (2010) fanden eine signifikant héhere Konzeptionsrate bei Kiihen mit postpartalen
Hp Konzentrationen im Referenzbereich fur gesunde Kiihe (N = 6) als bei Kiilhen mit erhéhten
Hp Konzentrationen (N = 11) (Konzeptionsrate 100 % vs. 61,1 %). Auch HUZZEY et al. (2015)
konnten eine signifikante negative Korrelation von erhéhten Hp Werten in der ersten Woche

p.p. mit der Konzeptionsrate in der Folgelaktation feststellen.

2.4.2.3 Gustzeit

Auch die Gustzeit von Kuhen mit erhéhten Hp Konzentrationen nach der Kalbung war
signifikant langer im Vergleich zu Kihen mit Hp Konzentrationen im Referenzbereich fir
gesunde Kuhe p.p. (Median: 316 vs. 120 Tage, Interquartilsabstand: 227 — 339 vs. 82 — 161
Tage) (CHAN et al. 2010). NIGHTINGALE et al. (2015) teilten Kiihe zwischen Tag 2 und 8 p.p.
anhand der Plasma Hp Konzentrationen in drei Gruppen ein: 1) ,Low Responders” (Plasma
Hp < 8,4 ug/ml), 2) ,Moderate Responders* (8,5 pg/mL < Plasma Hp < 458 pg/mL) und 3)
,High Responders* (459 ug/mL < Plasma Hp < 1757 yg/mL). Die Gustzeit stieg von 123 Tagen
bei den Low Responders Uber 139 Tage bei den Moderate Responders auf bis zu 183 Tage
bei den High Responders. Es kann geschlussfolgert werden, dass erhdhte Hp Konzentrationen
nach der Kalbung ein Risikofaktor fur verlangerte Gustzeiten sind.

Die Erklarung fir die enge Korrelation der postpartalen Serum Hp Konzentration mit den zuvor
genannten Fruchtbarkeitskennzahlen scheint in der Sensibilitdt von Hp fir puerperale
Metritiden zu liegen (SHELDON et al. 2001), da diese die Uterusregeneration beeintrachtigen
und somit in Folge schlechtere Fruchtbarkeitsergebnisse hervorrufen kénnen (LEBLANC et al.
2002).

24



Literaturtubersicht

2.5 Entzindung

2.5.1 Pathophysiologie

Als akute Entziindung kann die Gesamtheit aller Veranderungen des Flussigkeitshaushalts
und der Zellen lebender, vaskularisierter Gewebe, die als Reaktion auf Schadigungen durch
mechanische Traumata, Gewebsnekrosen, Tumorzellen oder Infektionserreger ablaufen,
bezeichnet werden (MCGAVIN und ZACHARY 2007). BAUMGARTNER und GRUBER (2011)
bezeichnen die Entziindung als ,primar den Organismus schitzenden Mechanismus mit

folgenden Zielen:

e die auslésende schadigende Noxe (z.B. Toxine, Erreger) und die Folgen
(Gewebenekrose) zu eliminieren,
e die Schadwirkungen so gering wie moglich zu halten,

e den urspringlichen Zustand wiederherzustellen®.

LOSCHER et al. (2006) beschreiben die Entziindung als ,primar (...) physiologische Reaktion
als Antwort des Organismus auf véllig unterschiedliche Reize (...) und im Normalfall eine
wichtige Voraussetzung fur einen adaquaten Heilungsprozess (...)"

Entziindungsreaktionen kédnnen sowohl durch endogene als auch exogene Noxen ausgeldst
werden. Jede Entziindungsreaktion, unabhangig von der auslésenden Noxe, basiert auf einem
Zusammenspiel von ldslichen Faktoren und zelluldaren Komponenten der angeborenen und
spater auch der erworbenen Immunantwort.

Uber spezielle Rezeptoren an der Zelloberfliche erkennen Gewebsmakrophagen und
dendritische Zellen im Gewebe Oberflachenantigene von Pathogenen. Diese, im englischen
Sprachgebrauch als Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP) bezeichnete,
pathogenklassenspezifische Oberflachenstrukturen wie Lipopolysaccharide (gramnegative
Bakterien), Lipoproteine (nichtsporenbildende, anaerobe, grampositive Bakterien),
Peptidoglykan (grampositive Bakterien) und weitere aktivieren in den Abwehrzellen
verschiedene Signalwege, was schliefldlich in der Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmolekilen resultiert (MCGAVIN und ZACHARY 2007).
In Folge kommt es durch Chemotaxis zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten zum Infektionsort sowie zur Aktivierung der Prostaglandinsynthese aus
Arachidonsaure (MCGAVIN und ZACHARY 2007). Auch die APR (siehe 2.1) wird durch auf
diese Weise produzierte Zytokine (v.a. IL-1, IL-6 und TNF-a) induziert (BAUMGARTNER und
GRUBER 2011).

Die komplexen biochemischen und hamodynamischen Zusammenhange werden in Tabelle 6

veranschaulicht.
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Tabelle 6: ,,Schliisselereignisse bei der akuten Entziindung und ihre wesentlichen Mediatoren“ (modifiziert
nach MCGAVIN und ZACHARY (2007))

Ereignis Beteiligte Mediatoren

Vasodilatation Stickoxid (NO)
Prostaglandine: PG D>
Leukotriene: LTB4

Erhohte GefaBpermeabilitat Vasoaktive Amine: Histamin, Substanz P
Komplementfaktoren: C5a, C3a
Prostaglandine: PG E»
Leukotriene: LTC4, LTD4, LTE4
Plattchenaktivierender Faktor (PAF), Substanz P

Chemotaxis, Komplementfaktoren: C5a
Leukozytenaktivierung Leukotriene: LTB4
Chemokine: IL-8
Defensine: a und B Defensine
Bakterielle Produkte: Lipopolysaccharide,
Peptidoglykan, Teichonsaure
Surfactantproteine: A und D

Fieber Zytokine: IL-1, IL-6, TNF

Prostaglandine: PG E»
Ubelkeit Zytokine: IL-1, TNF, ,High Mobility Group Factors*
Schmerz Bradykinin

Prostaglandine: PG E»

Gewebsschaden Matrix-Metalloproteasen
Reaktive Sauerstoffspezies: Superoxidanion,
Hydroxylradikal, Stickoxid
Komplementfaktoren: C3a, Cha
Interleukine: IL-1, IL-6, IL-8, TNF
Leukotriene: LTB4, LTC4, LTDy4, LTE4
Prostaglandine: PG Dy, PG E»

2.5.2 Entzindung im peripartalen Zeitraum

2.5.2.1 Auslosende Faktoren

Die Geburt eines Kalbes ist ein Prozess, der den Organismus der Kuh mit verschiedenen
moglichen Auslésern einer APR konfrontiert. Durch die Dehnung von Uterus und Cervix, die
Zugkrafte an der Placenta und den expulsiven Austritt der Frucht aus Vagina und Vulva kommt
es zu lokalen Gewebeschaden. Gleichzeitig ist der Uterus bei erdffneter Cervix und durch sich
ablésende Nachgeburtsteile in Kombination mit vermehrtem Liegen in der Abkalbebox
ungewodhnlich stark mit Verunreinigungen und aufsteigenden Bakterien konfrontiert
(SHELDON und DOBSON 2004). Zusatzlich zu organischen Stressoren spielen auch

psychosoziale Stressoren eine Rolle in der Entstehung von Entziindungsreaktionen im Korper.
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Die Kiihe werden wenige Wochen vor der Abkalbung in den Trockenstehbereich umgruppiert,
kurz vor der Abkalbung gelangen sie in den Abkalbebereich. Innerhalb der folgenden Wochen
werden sie oft mehrere weitere Male umgestellt, bis sie in der Gruppe der Hochleistungskihe
angekommen sind. Bei jeder Umstellung missen die Tiere sich mit der Bildung einer
Rangordnung und der Verarbeitung neuer Eindriicke aus ihrer Umgebung auseinandersetzen,
was fir sie Stress bedeutet (CHEBEL et al. 2016), der sich peripartal zunachst in erhéhten
Plasma-Glukose- und Cortisolkonzentrationen manifestiert (VANNUCCHI et al. 2015, NAGEL

et al. 2016), aber auch zum Anstieg von APP im Serum flhren kann (s. 2.3).

2.5.2.2 Akute Phase Proteine im peripartalen Zeitraum

In verschiedenen Studien wurden bei klinisch gesunden Kihen erhdhte Konzentrationen
verschiedener positiver und erniedrigte Konzentrationen verschiedener negativer APP
unmittelbar (KOETS et al. 1998) bzw. innerhalb der ersten Tage nach der Kalbung festgestellt
(HUMBLET et al. 2006, BIONAZ et al. 2007, BOSSAERT et al. 2012, KRAUSE et al. 2014),
was auf akute Entziindungsprozesse im Organismus der Transitkuh hindeutet. Dass die
Geburt fir unerfahrene, primipare Kihe besonders starken Stress bedeutet und mit
vergleichsweise starken Entziindungsreaktionen einhergeht, zeigen neben verschiedenen
Verhaltensbeobachtungen (NEAVE et al. 2017) auch erhdhte Hp Konzentrationen in deren
Serum verglichen mit multiparen Kiihen bei gleichem Gesundheitsstatus (SCHNEIDER et al.
2013, MAINAU et al. 2014, POHL et al. 2015).

2.5.2.2.1 Physiologische Dynamik

Bei der peripartalen Entziindungsreaktion weisen besonders die beiden Major APP Hp und
SAA im Serum der Tiere eine typische Dynamik auf: Die Konzentration steigt nach der Kalbung
sukzessiv an, erreicht nach wenigen Tagen einen Peak und fallt schlieBlich bis ca. zum 15.
Tag wieder auf Basiswerte ab (HUZZEY et al. 2009, CHAN et al. 2010, BOSSAERT et al.
2012, SABEDRA 2012) (Abbildung 1 — 4). BOSSAERT et al. (2012) teilten die Kiihe dabei auf
Grundlage der Serumkonzentrationen von konstitutiv synthetisierten hepatischen Proteinen
(Alb, Lipoproteine, RBP), angelehnt an das Vorgehen von BERTONI et al. (2008), in zwei
Gruppen ein: 1) Kihe mit hohem Leberaktivitatsindex = Kuihe mit geringer Leberbelastung
p.p., 2) Kiihe mit niedrigem Leberaktivitatsindex = Klihe mit erhdhter Leberbelastung p.p.

Die klassische postpartale Serumdynamik von Hp konnte bei beiden Gruppen dargestellt
werden (Abbildung 1). Dabei zeigten Kihe mit niedrigerem Leberaktivitatsindex erhéhte Hp
Konzentrationen im Serum verglichen mit den Kihen mit héherem Leberaktivitatsindex, was

die Beziehung der positiven und negativen APP in diesem Zeitraum widerspiegelt.
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Abbildung 1: Dynamik der Serum Haptoglobinkonzentration nach der Abkalbung bei Milchkiihen, gruppiert
nach Leberaktivitiatsindex' (modifiziert nach BOSSAERT et al. (2012)). 1 (dunkelgraue Balken) = Kiihe mit
niedrigerem Leberaktivitatsindex’, 2 (hellgraue Balken) = Kiihe mit hoherem Leberaktivitatsindex'
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Abbildung 2: Dynamik der Serum Haptoglobinkonzentration nach der Abkalbung bei Milchkiihen, gruppiert

nach Gesundheitsstatus (modifiziert nach HUZZEY et al. (2009))

T Leberaktivitatsindex = nach BERTONI et al. (2008) errechneter Index aus den durchschnittlichen
Serumkonzentrationen von in der Leber konstitutiv synthetisierten Proteine (Albumin, Lipoproteine, Retinol Binding
Protein) an Tag 7, 14 und 28 p.p. zur Einschatzung der Leberfunktionalitat. Ein niedriger Leberaktivitatsindex spricht

dabei flr eine starkere Einschrankung der Leberfunktion durch peripartale Entziindungsprozesse.
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Abbildung 3: Dynamik der Serum Haptoglobinkonzentration nach der Abkalbung bei Milchkiihen, gruppiert
nach Gesundheitsstatus (modifiziert nach SABEDRA et al. (2012))
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Abbildung 4: Dynamik der Serum Haptoglobin (A) bzw. Serum Amyloid A (SAA) Konzentration (B) nach der
Abkalbung bei Milchkiihen, gruppiert nach Gesundheitsstatus (modifiziert nach CHAN et al. (2010)). ¢ =

gesunde Kiihe, e = Kiihe mit Metritis

Auch im Kolostrum von Kihen konnte eine ahnliche Dynamik gefunden werden: Die
Konzentrationen von Hp, SAA und CRP waren zu Beginn erhéht, nahmen dann schrittweise
ab und erreichten bereits 6 Tage nach der Kalbung wieder Basiswerte (THOMAS et al. 2016).
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2.5.2.2.2 Physiologische Referenzbereiche

Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht (iber die Referenzwerte verschiedener APP fiir klinisch gesunde

Kihe im frihen Puerperium.

Tabelle 7: Referenzbereich verschiedener Akute Phase Proteine im Serum von klinisch gesunden Kiihen

im frithen Puerperium

Protein Referenzbereich Zeitraum Literatur
Hp (g/l) 0,25 1. Wo. p. p. HUMBLET et al. 2006
0,58 +0,12 Tag 3 p. p. HUZZEY et al. 2009
0,31+ 0,08 Tag 6 p. p. HUZZEY et al. 2009
0,63+0,3 Tag 0-3p.p. CHAN et al. 2010
0,38 + 0,25 Tag4-7p.p. CHAN et al. 2010
0,51 Tag 5 p. p. MONTGOMERY et al. 2019
SAA (mgl/l) 50,9 + 68,9 1. Wo. p. p. HUMBLET et al. 2006
66 £ 15 Tag0-3p.p. CHAN et al. 2010
48 + 20 Tag4-7p.p. CHAN et al. 2010
CRP (upg/ml) 21 - 54 (Med. 27) Tag 3 p. p. SCHONFELDER et al. 2009
29 - 80 (Med. 41) Tag 5 p. p. SCHONFELDER et al. 2009
Cp (mg/l) 242 + 54 4 1. Wo. p. p. HUSSEIN et al. 2011
Alb (g/l) 29,2 -39,5 Tag2-4p.p. MORETTI et al. 2017
TP (g/l) 48,3 - 83,4 Tag2-4p.p. MORETTI et al. 2017

Hp = Haptoglobin, SAA = Serum Amyloid A, CRP = C-reaktives Protein, Cp = Coeruloplasmin, Alb = Albumin, TP
= Totalprotein

2.5.2.3 Pathologische Entgleisung und Konsequenzen

Die peripartale Entztindungsreaktion ist primar notwendig, um den Koérper vor Infektionen zu
schiutzen und die horrenden metabolischen und biochemischen Anforderungen, die mit dem
Beginn der Laktation an den Organismus gestellt werden, zu bewaltigen. Allerdings kann die
Homdostasekapazitdt des Organismus derartig Uberlastet werden, dass es zu
uberschieRenden Entziindungsreaktionen mit negativen Folgen fir den Stoffwechsel kommt
(SORDILLO et al. 2009). Bereits vor der Kalbung erworbene subklinische Mastitiden,
vernachlassigte Klauenlasionen oder subklinische virale Infekte konnen Einzeltiere zusatzlich
fur UberschieRende Entzindungsreaktionen im peripartalen Zeitraum pradisponieren
(TREVISI et al. 2011).

Derartige Entzindungsprozesse, einhergehend mit einer vermehrten Produktion von
Interleukinen und TNF-a, kénnen unter anderem Uber die Depression der
Trockenmasseaufnahme (YUAN et al. 2013), aber auch Uber komplexe, zum Tell
epigenetische Zusammenhange (VANSELOW et al. 2006, CONNELLY et al. 2010) zu einer
geringeren Milchleistung und einer veranderten Komposition der wertbestimmenden
Milchinhaltsstoffe Fett und Eiwei} fihren und somit von wirtschaftlicher Bedeutung fir
Milchviehbetriebe sein (KUSHIBIKI et al. 2003). Von diesem Aspekt abgesehen stellen
Uberschiel®ende Entziindungsreaktionen in Anbetracht der wachsenden Bedeutung des

Tierwohls in der Nutztierhaltung auch ein ethisches Problem dar, da es sich dabei um das
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Wohlbefinden des Tieres einschrankende Prozesse mit haufig folgenden

Sekundarerkrankungen handelt.

2.5.2.4 Mogliche Losungsansatze

In den vergangenen Jahrzehnten wurden einige denkbare Ansatze zur Regulation der
peripartalen Entzindungsreaktion in der Literatur diskutiert, darunter die diatetische
Supplementierung mit organisch gebundenen Spurenelementen (BATISTEL et al. 2016) oder
vielfach ungesattigten Fettsduren (GROSSI et al. 2013) sowie die Behandlung der Kiuhe mit
entzindungshemmenden Pharmaka (zusammengefasst von BRADFORD und SWARTZ,
2020). Im folgenden Teil der vorliegenden Arbeit soll der Fokus auf die Anwendung

letztgenannter Arzneimittel gelegt werden.
2.6 Nichtsteroidale Antiphlogistika

2.6.1 Definition und Einteilung

Als Antiphlogistika bezeichnet man Pharmaka, die zur Linderung, Beseitigung oder
Unterdrickung entzundlicher Reaktionen eingesetzt werden. Nichtsteroidale Antiphlogistika
(engl.: Non Steroidal Anti Inflammatory Drugs, NSAID) sind aromatische organische Sauren
mit entzindungshemmenden, analgetischen und antipyretischen Wirkqualitdten, die in
Abgrenzung zu den Kortikosteroiden kein Steroidgerust besitzen. Je nach Auspragung der
einzelnen Wirkqualitdten kénnen antiphlogistische Wirkstoffe weiter unterteilt werden in 1)
Wirkstoffe, die eine deutliche zentrale analgetische und antipyretische, aber nur geringe
entzindungshemmende Wirkung aufweisen (nicht saure analgetische Antipyretika) und 2)
Wirkstoffe mit ausgepragter entziindungshemmender Wirkung und geringer antipyretischer
Wirkung, welche vorwiegend peripher wirksam werden (saure Analgetika / klassische
Nichtsteroidale Antiphlogistika). Der erstgenannten Gruppe sind Pyrazolonderivate (z.B.
Metamizol) zuzuordnen. Zu letzterer Gruppe gehort eine Vielzahl von Verbindungen aus der
Gruppe der Pyrazolidine (z.B. Phenylbutazon), Arylessigsaurederivate (z.B. Diclofenac),
Arylpropionsaurederivate (z.B. Ketoprofen, Carprofen), Anthranilsdurederivate (z.B. Flunixin,
Tolfenaminsdure), Oxicame (z.B. Meloxicam), Coxibe (z.B. Firocoxib) und der dualen
Hemmstoffe (z.B. Tepoxalin). Salicylsdurederivate (z.B. Acetylsalicylsdure) gehoren zwar
ebenfalls zu den sauren Analgetika, kbnnen aber aufgrund ihrer ZNS-Gangigkeit und ihrer
Wirkungsqualitdten sowohl Gruppe 1 als auch Gruppe 2 zugeordnet werden (LOSCHER et al.
2006).
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2.6.2 Pharmakologie

2.6.2.1 Antiinflammatorische Wirkung

Die entscheidende pharmakodynamische Wirkung von NSAID ist die Hemmung des Enzyms
Cyclooxigenase (COX) und somit der Synthese von Prostaglandinen (PG G2, Ha, E», Faq, D2),
Thromboxan A2 und Prostacyclin (PG I2) aus Arachidonsaure.

Die heute im Fachjargon als COX bezeichneten Enzyme hie3en urspriinglich Prostaglandin
Endoperoxid H Synthasen (PGHS), bifunktionale Enzyme, denen sowohl COX- als auch
Peroxidaseaktivitat zugesprochen wurde (SMITH et al. 2000). Die COX Aktivitat katalysiert
den ersten Schritt der PG-Synthese: die Umwandlung von aus der Zellmembran freigesetzter
Arachidonsdure zu PG G2. Dieses wird anschlieRend durch die Peroxidaseaktivitat der PGHS
zu PG H2 umgewandelt, aus welchem unter Einwirkung weiterer beteiligter Synthasen andere
PG, Prostazyklin und Thromboxan gebildet werden (SMITH und DEWITT 1996) (Abbildung 5).

Membranphospholipide
Phospholipase A,

Arachidonsaure
NSAIDs N\f\rbl Cyclooxygenase 1 oder 2

Endoperoxide PGG, + PGH,

/TN

PGF,, PGD,
HOOC o
/ é\=/\/\ COOH

o NS

OV\/\/\/ OH OH

OH  OH PGE,

Prostazyklin (PGl,) Thromboxan A,

6-keto PGF,, TXB,

Abbildung 5: Kaskade der Biosynthese verschiedener Prostaglandine (PG) und Thromboxane (TX) unter
Beteiligung der Cyclooxigenasen 1 und 2 (modifiziert nach BOTTING (2004))

Wahrend die COX-1 von verschiedenen Korpergeweben (z.B. Magenschleimhaut, Niere)
konstitutiv in hohen Konzentrationen exprimiert wird und unter anderem die Produktion
schutzenden Magenschleimes und den Blutfluss in den Nierentubuli reguliert, ist die COX-2
ein induzierbares Isoenzym, welches zwar ebenfalls in einigen Geweben (Gehirn, Niere,

Ruckenmark) konstitutiv exprimiert wird, sich aber vor allem bei fortschreitenden
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Entziindungsprozessen unter dem Einfluss von Entziindungsmediatoren vermehrt am Ort der
Entzindung anreichert (SMITH et al. 2000).

Die unterschiedlichen Wirkstoffgruppen von NSAID unterscheiden sich vor allem darin, ob sie
nichtselektiv beide Isoenzyme hemmen oder eine selektive Hemmung nur eines der beiden
Enzyme vorweisen kénnen. Einige NSAID der neueren Generationen zeichnen sich durch eine
erhohte COX-2 Selektivitdat aus, sodass die antiphlogistische Wirkung verstarkt, die
unerwunschten Nebenwirkungen durch die COX-1 Hemmung jedoch reduziert werden.
Sogenannte Coxibe sind sogar hochselektive COX-2 Hemmer (FERRER et al. 2018).

Ein drittes COX Isoenzym, COX-3, wurde erst deutlich spater entdeckt (BOTTING 2000). Es
scheint nur im zentralen Nervensystem vorzukommen und wird fir die starke analgetische und
antipyretische, aber schwache antiphlogistische Wirkung einiger ZNS-gangiger Analgetika
verantwortlich gemacht (CHANDRASEKHARAN 2002).

Durch ihren schwach sauren pKs Wert? von 3,5 — 5 besitzen die peripher wirkenden sauren
Analgetika eine gute Penetrationsfahigkeit in entzindetes Gewebe, welches durch
freiwerdende Wasserstoffionen einen sauren pH Wert aufweist. Aulerdem besitzen alle
peripher wirkenden Analgetika eine hohe Plasmaproteinbindung von tber 90 %, was
zusatzlich dazu beitragt, dass die Wirkstoffe durch Exsudationsvorgange speziell im
entziindeten Gewebe akkumulieren (LOSCHER et al. 2006, FORTH et al. 2017). Im
Interstitium des entzindeten Gewebes dissoziieren die schwach sauren Analgetika schlief3lich
von ihrem Plasmaproteinmolekdl und reichern sich an (FORTH et al. 2017). Die Ausscheidung
aus einem entzindeten Kompartiment erfolgt zudem so langsam, dass am Wirkort Uber
langere Zeit entzindungshemmende und analgetische Wirkstoffspiegel aufrechterhalten
werden, wahrend die Serumspiegel schnell abfallen und damit die messbaren Halbwertszeiten
oft kurz sind. Dies erklart auch die Diskrepanz zwischen der angegebenen Halbwertszeit und
oft tagelanger klinischer Wirksamkeit von NSAID (LOSCHER et al. 2006).

2.6.2.2 Analgesie

Prostaglandine, vor allem PG E; und Prostacyclin (PG |2) werden beim Einwirken
unterschiedlicher Noxen auf den Organismus durch Induktion der COX-2 vermehrt gebildet.
Sie sensibilisieren die Nozizeptoren sensibler Neurone gegeniiber Schmerzmediatoren wie
Bradykinin, Histamin und Serotonin, indem sie die Schwelle fur die Auslésung von
Aktionspotentialen senken (FORTH et al. 2017, HICK und HICK 2017). Eine Hemmung der
COX durch NSAID hat demnach eine herabgesetzte Sensibilitdt sensibler Neurone flr
Schmerzmediatoren zur Folge und wirkt so analgetisch (VON ENGELHARDT und BREVES
2000).

2 negativer dekadischer Logarithmus der Saurekonstanten Ks, gibt die Starke oder Schwache einer
Saure an
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2.6.2.3 Antipyrese

Fieber wird durch exogene Pyrogene verschiedenster Arten (bakterielle Endotoxine, Viren,
Parasiten, pyrogene Medikamente) in einer komplexen Reaktionskaskade ausgeldst. Diese
regen Makrophagen und Leukozyten zur Bildung endogener Pyrogene wie IL-1, IL-6 und TNF-
a an (BAUMGARTNER und GRUBER 2011). Die im Blut zirkulierenden endogenen Pyrogene
induzieren in den Kapillarendothelien des dem Hypothalamus benachbarten, stark
vaskularisierten Organum Vasculosum Laminae Terminalis (OVLT) die COX-2-Expression
und damit die Synthese von PG E, (BAUMGARTNER und GRUBER 2011, FORTH et al.
2017). Das freigesetzte PG E. aktiviert im Warmeregulationszentrum im vorderen
Hypothalamus Prostanoid-EP3-Rezeptoren und damit die Bildung des Zellsignalmolekiils
cyclisches  Adenosinmonophosphat  (cAMP), wodurch der Sollwert fir die
Korperkerntemperatur erhéht wird (FORTH et al. 2017). Durch verminderte Warmeabgabe und
vermehrte Warmeproduktion steigt als Folge die Kérpertemperatur. Antipyretisch wirkende
Analgetika hemmen die Bildung von PG E, im OVLT und wirken somit der

Temperaturerhbhung entgegen.

2.6.3 Unerwilinschte Arzneimittelwirkungen

Durch die Hemmung der COX Enzyme stehen verschiedene PG fir ihre vielfaltigen
physiologischen Regulationsfunktionen nicht mehr zur Verfugung. Als Folge ist die Produktion
von zytoprotektivem Mukus im einhéhligen Magen von Monogastriden sowie im Labmagen
von ruminierenden Tieren herabgesetzt, was das Risiko flr ulzerative Gastritiden erhoht
(WALSH et al. 2016).

Die Verringerung der Nierenperfusion durch das Fehlen von vasodilatativen PG kann vor allem
bei geriatrischen oder allgemein erkrankten, dehydrierten und hypovoladmischen Patienten zu
Nierenfunktionsstérungen bis hin zu degenerativen Schadigungen der Nierentubuli fihren
(LUCAS et al. 2018).

Langerfristig kdnnen NSAID durch ihre katabole Wirkung auf den Gelenkstoffwechsel zu
degenerativen Gelenkschaden fuhren und durch die gerinnungshemmende Wirkung zur
Blutungsneigung.

Grundsatzlich sollten verschiedene Wirkstoffgruppen von NSAID nicht in Kombination
miteinander eingesetzt, Dauertherapien vermieden, eine ausreichende Flussigkeitszufuhr
wahrend der Behandlung sichergestellt und bei Monogastriden erganzend

schleimhautprotektive Arzneimittel angewandt werden (LOSCHER et al. 2006).

2.6.4 Zugelassene Wirkstoffe beim Rind

Nach Tabelle 1 des Anhangs der Verordnung ,VO (EU) Nr. 37/2010“ sind in Deutschland

derzeit acht entzindungshemmende, fiebersenkende und schmerzlindernde Wirkstoffe bei
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Rindern, die der Lebensmittelgewinnung dienen, zugelassen. Tabelle 8 (2.6.4.9) zeigt eine
Ubersicht.

2.6.4.1 Acetylsalicylsaure

Acetylsalicylsdure (ASS) gehdrt zu den Derivaten der Salicylsdure und besitzt alle
Wirkqualitaten der schwachen Analgetika, wirkt daher sowohl zentral als auch peripher
analgetisch, antipyretisch und antiphlogistisch (VANE 1971). Bereits die alten Griechen und
indigenen Volker Amerikas entdeckten, dass die Blatter und Rinde von Weidenbaumen
Schmerzen und Fieber lindern konnten. 1828 konnte erstmals eine geringe Menge Salicin aus
Weidenrinde isoliert werden. Erhéhte Konzentrationen von Salicylsaure wurden spater in mit
pflanzenpathogenen Viren oder Pilzen befallenen Pflanzen verschiedenster Spezies entdeckt
(MALAMY et al. 1990). Man erkannte, dass sie bei Gefahrdung eine entscheidende Rolle bei
der endogenen Signaltransduktion der Pflanzen spielt (RASKIN 1992).

Die Salicylsaure entwickelte sich vom pflanzlichen Signaltransmitter zu einem der
meistverkauften und medizinisch eingesetzten Medikamente aller Zeiten. Als ASS eingesetzt
basiert ihre Wirkung primar auf einer irreversiblen Hemmung der COX durch Acetylierung
eines Serinrests in der Nahe des katalytischen Zentrums (ROTH et al. 1975). Dabei weist das
Pharmakon eine deutliche COX-1 Praferenz auf (MITCHELL et al. 1993).

Des Weiteren konnte ein Einfluss von ASS auf |-kB-a, die inhibitorische Kinase des
Transkriptionsfaktors NF-kB, nachgewiesen werden, in Folge dessen die Synthese von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6, IL-8, IFN-B und TNF-a sowie die Aktivierung
der COX reduziert wird (KOPP und GHOSH 1994). AuRerdem fihrt ASS Uber die Hemmung
von NF-kB zu einer gesteigerten Insulinsensitivitat, einhergehend mit Hypoglykamie (YUAN et
al. 2001, FARNEY et al. 2013a).

Nach einmaliger intravendser Injektion von 26 mg/kg ASS wurde bei Milchkihen eine mittlere
Plasmahalbwertszeit von 0,5 Stunden festgestellt (WHITTEM et al. 1996). Derzeit ist in
Deutschland kein ASS-haltiges Praparat flr Rinder erhaltlich.

2.6.4.2 Carprofen

Carprofen (CAR) ist ein chirales Arylpropionsaurederivat, das in Form eines R(-)- und eines
S(+)-Enantiomers vorliegt und als RS(z)-Racematmischung eingesetzt wird. Eine starke
Plasmaproteinbindung sorgt fur die Anreicherung des Pharmakons in entzindlichen
Exsudaten, jedoch ist die Hemmung der Prostaglandinsynthese im Vergleich zu anderen
NSAID gering (LEES et al. 1996).

Wenngleich grolte Speziesunterschiede in der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik des
RS(zx)-Racemats vorliegen (LEES et al. 2004 ), konnte in vitro eine COX-2 Selektivitat des S(+)-

Enantiomers und eine nicht selektive COX-1 und COX-2 Hemmung durch das R(-)-Enantiomer
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beim Rind festgestellt werden (MICILETTA et al. 2014), sodass geringere Nebenwirkungen im
Vergleich zu COX-1 selektiven NSAID zu erwarten sind.

Die Plasmahalbwertszeit von CAR ist mit 44,5 — 64,6 Stunden bei Milchkihen p.p. (LUDWIG
et al. 1989) bzw. 30,7 Stunden bei gesunden und 43 Stunden bei an Mastitis erkrankten Kuhen
(LOHUIS et al. 1991) vergleichsweise lang. Einsatz findet es in der Rindermedizin vorwiegend
bei Fieber in Verbindung mit Atemwegserkrankungen und akuter Mastitis. Dabei betragt die
Dosierung 1,4 mg/kg Korpergewicht. Ein Nachteil des Wirkstoffes in der praktischen

Anwendung ist die relativ lange Wartezeit von 21 Tagen auf essbare Gewebe.

2.6.4.3 Diclofenac

Diclofenac Natrium, das Salz der 2-[2-(2,6-Dichlorophenylamino)phenyl]Essigsaure), ist ein
Arylessigsaurederivat mit stark entzindungshemmender, antinozizeptiver und antipyretischer
Wirkung (KRUPP et al. 1973). Bei dem Pharmakon handelt es sich um einen kompetitiven und
irreversiblen Hemmer der PG Synthese (KU et al. 1975).

Bei einmaliger intravendser und intramuskularer Injektion von Diclofenac Natrium in einer
Dosis von 2,2 mg/kg KG konnte bei Milchkiihen eine Plasmahalbwertszeit von 4,52 + 1,71 h
bzw. 9,46 £+ 2,86 Stunden mit einer Bioverfligbarkeit von 87,37 + 5,96 % beobachtet werden
(YANG et al. 2019). Aber auch die orale Applikation von Diclofenac ist laut SAWAGUCHI et
al. (2016) bei ruminierenden Rindern mit einer Bioverfugbarkeit von nahezu 100 % madglich.
Der Zulassung von Diclofenac als Arzneimittel fir lebensmittelliefernde Rinder um 1990 in
Indien folgte ein exorbitantes Aussterben von Populationen verschiedener Geierspezies,
welche aufgrund von Rickstanden des Medikaments in Rinderkadavern an Nierenversagen
verendeten (OAKS et al. 2004). Nach wissenschaftlicher Belegung dieses
Kausalzusammenhangs wurden im Jahr 2006 samtliche Diclofenac-haltige Arzneimittel in
Indien, Bangladesh, Pakistan und Nepal verboten. Der Wirkstoff Meloxicam erwies sich als
unschadlich flir Geier und somit als adaquate Alternative (SWAN et al. 2006). In der
Europaischen Union ist Diclofenac fur lebensmittelliefernde Tiere offiziell noch zugelassen,
jedoch ist seine Anwendung sehr umstritten. Aktuell befindet sich kein Diclofenac-haltiges

Praparat auf dem deutschen veterinarmedizinischen Arzneimittelmarkt.

2.6.4.4 Flunixin

Flunixin (FLUN) ist ein Derivat der Nicotinsaure und agiert im Organismus als sehr potenter
(FRACCARO et al. 2013) aber nicht selektiver Hemmer der COX-1 und -2 (MICILETTA et al.
2014) und somit der PG Synthese. Als Megluminsalz (Flunixin-Meglumin) beim Rind
eingesetzt, zeigt es in vitro eine deutliche COX-1 Praferenz (DONALISIO et al. 2013).
Inzwischen sind unterschiedliche Praparate zur intravenésen, intramuskularen, subcutanen
und transdermalen Applikation im Handel. Die mittlere Plasmahalbwertszeit der transdermalen
Applikationsform betragt 6,42 Stunden (KLEINHENZ et al. 2016) bzw. 5,2 Stunden
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(KLEINHENZ et al. 2018), die der intravendsen etwa 6 (3,4 — 11) Stunden (GLYNN et al. 2013)
bzw. 11,6 + 8,0 Stunden (SMITH et al. 2015) bzw. 4,99 Stunden (KLEINHENZ et al. 2016) und
die der intramuskularen 15,5 + 8,0 Stunden (SMITH et al. 2015). Eine orale Applikation ist
nicht Ublich, bei ihrer Untersuchung ergab sich eine mittlere Plasmahalbwertszeit von 6,2 (5,3
—6,7) Stunden (ODENSVIK 1995), eine vergleichbar gute Wirksamkeit sowie ein verlangerter
Effekt der PG Synthesehemmung gegeniber der intravenésen Applikation. Die hohe
Proteinbindung von Flunixin-Meglumin fuhrt trotz unterschiedlicher Halbwertszeiten bei allen
Applikationsformen zu einer starken Anreicherung des Medikaments in entzindlichen,
proteinhaltigen Exsudaten (LEES et al. 2004) und zu antiphlogistischen Wirkungen bis zu 48
Stunden post applicationem (THIRY et al. 2017).

Zugelassen ist FLUN beim Rind zur Behandlung von akuten Mastitiden,
Atemwegserkrankungen und Lahmheiten in Verbindung mit Dermatitis Digitalis, Dermatitis
Interdigitalis und interdigitaler Phlegmone. Die Dosierung betragt 1,1 — 2,2 mg/kg
Kérpergewicht bzw. 3,3 mg/kg Koérpergewicht bei transdermaler Applikation. Die Wartezeit
betragt (je nach Praparat) 4 — 10 Tage auf essbare Gewebe und 24 — 36 Stunden auf Milch.

2.6.4.5 Ketoprofen

Ketoprofen (KET) ist ein chirales Arylpropionsaurederivat, das wie Carprofen in Form eines
R(-)- und eines S(+)-Enantiomers vorliegt und als (50:50) RS(+)-Racematmischung eingesetzt
wird. Ahnlich wie FLUN weist der Wirkstoff eine COX-1 Selektivitat auf (DONALISIO et al.
2013).

Nach separater intravendser Injektion zeigen beide Enantiomere eine relativ kurze
Plasmahalbwertszeit von 1,30 (R(-)) bzw. 2,19 (S(+)) Stunden (LANDONI und LEES 1995)
bzw. 1,35 und 1,70 Stunden (IGARZA et al. 2004) bei Kalbern, 0,91 bzw. 0,71 Stunden bei
frischlaktierenden Kiuhen und 0,33 bzw. 0,26 Stunden bei hochtragenden Kihen (IGARZA et
al. 2004). Die intramuskulare Injektion geht bei vier Wochen alten Kalbern mit einer etwas
langeren Plasmahalbwertszeit von 2,45 + 0,48 Stunden (R(-)) bzw. 3,02 £ 0,60 Stunden (S(+))
einher (PLESSERS et al. 2015). Im entziindeten Gewebe verbleibt der Wirkstoff jedoch bei
Kalbern 17,47 + 5,45 Stunden (LANDONI und LEES 1995).

KET ist aufgrund seiner besonders kurzen Wartezeit von 1 bzw. 4 Tagen (intravendse bzw.
intramuskulare Applikation) auf essbare Gewebe und 0 Tagen auf Milch in der Nutztierpraxis
sehr beliebt. Einsatz findet es bei respiratorischen Erkrankungen, Mastitiden und zur

Linderung postoperativer Schmerzen nach Enthornung und Kastration.

2.6.4.6 Meloxicam

Meloxicam (MEL) ist ein Enolsdurederivat und gehért zu einer neueren Generation von NSAID.

Eine Besonderheit des Wirkstoffs liegt in der ausgepragten COX-2 Selektivitat, welche unter
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anderem flr die geringeren gastrointestinalen Nebenwirkungen verantwortlich ist (LUGER et
al. 1996).

MEL wird in der Leber oxidiert und anschlieRend Uberwiegend Uber die Niere sowie zu
geringen Teilen Uber die Galle mit dem Kot ausgeschieden (SCHMID et al. 2008). Die
ungewodhnlich starke Ausscheidung von Metaboliten Uber die Nieren flhrte jedoch bei Ratten
zu starken Nierenschaden (BURUKOGLU et al. 2016).

Seine antiendotoxischen Eigenschaften (KONIGSSON et al. 2002) begriinden seinen
erfolgreichen Einsatz bei akuten Mastitiden (MCDOUGALL et al. 2016) und als begleitende
Therapie von Durchfallerkrankungen bei Kalbern (TODD et al. 2010) neben der regularen
Anwendung bei chirurgischen Eingriffen und entzindlichen Erkrankungen. Es stehen
verschiedene Praparate zur oralen, intravendsen oder subcutanen Applikation bei Rindern zur
Verfugung. Der Wirkstoff ist beim Rind durch eine relativ lange Plasmahalbwertszeit von 28
Stunden (COETZEE et al. 2009) bzw. 16,7 (13,7 — 21,3) Stunden (GLYNN et al. 2013) bei
oraler Applikation (1 mg/kg), 21,86 + 3,03 Stunden (COETZEE et al. 2012) bzw. 21,51 + 4,6
Stunden (CAGNARDI et al. 2017) bei intravendser Injektion (0,5 mg/kg) und 16,1 + 4,45
Stunden (MELENDEZ et al. 2018, MELENDEZ et al. 2019) bei subcutaner Injektion (0,5
mg/kg) gekennzeichnet. Die Wartezeit der in Deutschland zugelassenen Praparate betragt 15

Tage auf essbare Gewebe und 5 Tage auf Milch.

2.6.4.7 Metamizol

Metamizol ist ein Pyrazolonderivat aus der Gruppe der nichtsauren antipyretischen Analgetika
mit starker analgetischer und antipyretischer, aber schwacher entziindungshemmender
Wirkung (CAMPOS et al. 1999). Das Pharmakon gehdrt nicht zu den klassischen (sauren)
NSAID und weist neben der Hemmung von COX-1 und -2 komplexe weitere Wirkungen auf,
welche, ebenso wie die pharmakokinetischen Eigenschaften, bei Tieren noch wenig erforscht
sind. Eine vergleichsweise geringe Proteinbindung von weniger als 60 % des Wirkstoffes
ermoglicht lediglich eine geringe Akkumulation in entziindetem Gewebe und erklart somit
teilweise die schwache entzindungshemmende Wirkung. Innerhalb weniger Minuten nach der
Applikation wird die Vorlaufersubstanz Metamizol in den aktiven Metaboliten 4-
Methylaminoantipyrin (MAA) umgewandelt, welcher sowohl in der Peripherie als auch im
zentralen Nervensystem nachzuweisen ist (zusammengefasst von JASIECKA et al., 2014). An
letztgenannter Lokalisation bewirkt MAA (ber die Hemmung der COX-3 eine zentrale
Analgesie (CHANDRASEKHARAN 2002). Auferdem sind seine Interaktionen mit opioiden
(TORTORICI und VANEGAS 2000) und cannabinoiden (ROGOSCH et al. 2012) Rezeptoren
bekannt, die hdchstwahrscheinlich maf3geblich zu seinem analgetischen Effekt beitragen.
Nicht zuletzt wirkt Metamizol auch spasmolytisch, was seinen bevorzugten Einsatz bei
viszeralen  Koliken,  Schlundverstopfung sowie peri- bzw. postoperativ  bei

Labmagenverlagerungen, Darmverschlissen und &hnlichen Erkrankungen bedingt (BRAUN
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et al. 2019). Weitere Indikationen sind fieberhafte Erkrankungen wie akute Mastitiden,
Arthritiden, Neuritiden und Tendovaginitiden.

Angewandt wird Metamizol als langsame, intravendse Infusion in einer Dosierung von 20 — 40
mg/kg Kérpergewicht. Eine Peakkonzentration im Plasma (hier: Pferd) wird bei intravendser
Applikation bereits nach 0,08 Stunden erreicht, die Plasmahalbwertszeit betragt 3,34 + 0,40
Stunden (GIORGI et al. 2017). Die Wartezeit beim Rind betragt 12 Tage auf essbare Gewebe
und 4 Tage auf Milch.

2.6.4.8 Tolfenaminsaure

Tolfenaminsaure ist ein NSAID aus der Gruppe der Fenamate und hat
entzindungshemmende, fiebersenkende und schmerzstillende Eigenschaften. Der Wirkstoff
hemmt nicht allein die COX Enzyme, sondern nimmt zudem hemmenden Einfluss auf den
Calciumeinstrom in neutrophile Granulozyten und reduziert so deren Aktivitat im Hinblick auf
die Bildung proinflammatorischer Prostaglandine und Leukotriene wie LTB4 und LTC4
(ALANKO et al. 1989, MOILANEN und KANKAANRANTA 1994). Durch diese Wirkweise sind
gastrointestinale Nebenwirkungen bei Tolfenaminsaure gering.

Bei Kalbern ist die entzindungshemmende Wirkung dieses NSAID bei intravendser
(LANDONI et al. 1996) und intramuskularer (LEES et al. 1998) Injektion in einer Konzentration
von 2 mg/kg Korpergewicht nachgewiesen, jedoch mit gro3en Unterschieden hinsichtlich der
mittleren Verweildauer des Pharmakons im Blut (2,57 Stunden bei intravendser Injektion bzw.
11,91 Stunden bei intramuskularer Injektion). Auch bei Schafen wurde die Anwendung des
Arzneimittels bereits untersucht (CORUM et al. 2018) und die Vertraglichkeit festgestellt, die
Wirksamkeit im Rahmen von Entziindungsreaktionen jedoch noch nicht Uberpruft.

Seit 2017 ist Tolfenaminsaure auch fiir die Anwendung bei Rind und Schwein zugelassen. Die
Indikationen beschranken sich auf Pneumonien und akute Mastitiden. Die Wartezeit betragt
bei intramuskularer Injektion 12 Tage auf essbare Gewebe und 0 Tage auf Milch, bei

intravendser Injektion 4 Tage auf essbare Gewebe und 24 Stunden auf Milch.

39



Literaturtbersicht

2.6.4.9 Ubersichtstabelle

Tabelle 8: Ubersicht iiber nach Tab. 1 des Anhangs der VO (EU) Nr. 37/2010 fiir Rinder, die der Lebensmittelgewinnung dienen, zugelassene NSAID

Wirkstoff COX - Praferenz Halbwertszeit (h) Indikationen Wartezeit (Tage)
Appl. T1/2 M F
Acetylsalicylsaure’ COX-1 iv. 0,5 kA K.A. K.A.
Carprofen COX-2 iv. 30  Atemwegserkrankungen, 0 21
, Mastitiden
i.m. 50
Diclofenac' COX-2 iv. 5 K.A. k.A. k.A.
i.m. 10
Flunixin COX-1 t.d. 6 Atemwegserkrankungen, Mastitiden, 1-1,5 4-10
p.o. 6 Lahmheit (DD, DID, PH)
iv. 6
i.m. 15
Ketoprofen COX-1 iv. 1-2  Atemwegserkrankungen, 0 1-4
im. 2.3  Mastitiden, Enthornung, Kastration
Meloxicam COX-2 p.o. 20  Atemwegserkrankungen, 5 15
iv. 20 Mastitiden
S.C. 16
Metamizol k.A. i.V. 3 Kolik, Schlundverstopfung, 4 12

Mastitiden, Lumbago, Arthritiden,
Neuritiden, Tendovaginitiden
Tolfenaminsaure k.A. i.v. 8-15 Pneumonien, Mastitiden 0-1 4-12
i.m. k.A.

COX = Cyclooxygenase, k.A.: keine Angabe, Appl. = Applikationsform, i.v. = intravends, i.m. = intramuskular, s.c. = subcutan, p.o. = per os, t.d. = transdermal,
T 1/2 = Plasmahalbwertszeit, M = Milch, F = Fleisch, DD = Dermatitis Digitalis, DID = Dermatitis Interdigitalis, PH = (interdigitale) Phlegmone.
'Derzeit ist kein zugelassenes Praparat auf dem deutschen veterinarmdizinischen Arzneimittelmarkt. Es konnen daher keine Indikationen oder Wartezeiten angegeben werden.
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2.6.5 Einsatz von Nichtsteroidalen Antiphlogistika im peripartalen Zeitraum

2.6.5.1 Flunixin post partum

Bisher veroéffentlichte Forschungsprojekte zum Einsatz von FLUN bei Milchkiihen nach der
Kalbung lieferten widersprichliche Ergebnisse. Bereits WAELCHLI et al. (1999) entdeckten
ein signifikant erhéhtes Risiko flir mit FLUN behandelte Kiihe nach einem Kaiserschnitt eine
Nachgeburtsverhaltung aufzuweisen, was sie auf die stark ausgepragte Hemmung der PG
Synthese und somit auch der Synthese von PGF-2a zurlckfihrten.

SHWARTZ et al. (2009) injizierten FLUN initial 5 Stunden p.p. und weitere 3 Tage taglich
jeweils in einer Dosis von 2,2 mg/kg Koérpergewicht intravends. Bei der Gruppe der
behandelten Kihe (N = 14) kam es zu einer leichten Erhdhung der Kérpertemperatur um
durchschnittlich 0,23°C gegenuber der Kontrollgruppe (N = 12), bei der die Arbeitsgruppe
anstelle des Medikaments sterile isotonische Kochsalzlésung injizierte. Die Arbeitsgruppe
vermutete, dass die Erhéhung der Korpertemperatur auf die Blockade der
prostaglandininduzierten Vasodilatation durch FLUN zurlckzufiihren sein kdnnte. Weiterhin
kam es in den ersten 6 Tagen nach der Kalbung zu einer verminderten
Trockenmasseaufnahme bei den behandelten Tieren. Hier vermutete die Arbeitsgruppe einen
Zusammenhang mit der erhdhten Korpertemperatur. Zwei der behandelten Tiere zeigten eine
Nachgeburtsverhaltung, demgegeniber kam keine Nachgeburtsverhaltung bei der
Kontrollgruppe vor. Die Milchleistung in den ersten 35 Tagen nach der Kalbung zeigte keinerlei
positive Effekte der Behandlung. Die Ergebnisse dieser Studie lassen schlussfolgern, dass die
Behandlung mit FLUN ab 5 Stunden p.p. das Risiko flr Nachgeburtsverhaltungen erhdht, die
Trockenmasseaufnahme reduziert und keine positiven Effekte auf die Milchleistung der
Folgelaktation hat.

In einer Studie von GIAMMARCO et al. (2016) wurde FLUN innerhalb von 12 Stunden p.p.
einmalig in einer Dosis von 2,2 mg/kg Korpergewicht intravends appliziert. Eine weitere
Gruppe von Kuhen erhielt im gleichen Zeitfenster CAR in einer Dosis von 1,4 mg/kg subcutan
injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt eine Injektion von 2 ml steriler Natriumchloridlésung. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass sich die Gabe beider NSAID positiv auf die
Abgangsrate auswirkte, die bei den beiden behandelten Gruppen deutlich niedriger war, als
bei der Kontrollgruppe (Kontrollgruppe: 25 %, FLUN Gruppe: 15 %, CAR Gruppe: 5 %). Zudem
fand die Arbeitsgruppe bei den mit NSAID behandelten Gruppen einen grof3eren
Erstbesamungserfolg (35 % in der Gruppe der behandelten Tiere, 10 % in der Kontrollgruppe;
p < 0,001). Man schlussfolgerte, dass die Gabe von NSAID innerhalb von 12 Stunden nach
der Kalbung einen positiven Einfluss auf die metabolische Umstellungsphase und somit auch

auf die Reproduktionskennzahlen des Betriebs haben kénnte.
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Die Arbeitsgruppe um NEWBY et al. (2017) wandte FLUN erstmalig a.p. zum Zeitpunkt der
Umsetzung in den Abkalbebereich, ein zweites Mal 18 Stunden und ein drittes Mal 36 Stunden
spater an. Als deutlich wurde, dass die Anzahl der Totgeburten bei den behandelten Tieren (N
= 34) im Vergleich zu der Kontrollgruppe (N = 38) anstieg (36,5 % vs. 5,3 %; p = 0,02), wurde
das Studiendesign angepasst: Die weiteren 148 Kihe erhielten schliellich erst eine Stunde
nach der Geburt und weitere 24 Stunden spater das Medikament oder das Placebo (sterile
isotonische Kochsalzlésung) in einer Menge von 25 ml je Kuh bzw. 22 ml je Farse (geschatzte
Dosierung von Flunixin-Meglumin: 1,1 — 2,2 mg/kg Kdérpergewicht) intravenos appliziert. Die
Behandlung mit FLUN erhdhte signifikant das Risiko fir Nachgeburtsverhaltungen, welches
zudem positiv mit dem Risiko fir akute puerperale Metritiden korrelierte. Auch die
Milchleistung wurde in dieser Studie durch FLUN insofern negativ beeinflusst, als dass Tiere
mit Nachgeburtsverhaltung eine reduzierte Milchleistung zeigten.

Inwiefern eine Behandlung nach erfolgter Ablésung der Nachgeburt den Verlauf des
Puerperiums, die Fruchtbarkeit und die Milchleistung der Folgelaktation beeinflusst, ist nach

aktuellem Stand der Wissenschaft nicht bekannt.

2.6.5.2 Meloxicam post partum

NEWBY et al. (2013) injizierten MEL 24 Stunden nach der Kalbung in einer Dosis von 0,5
mg/kg Kérpergewicht bei Kiihen und Farsen, bei deren Kalbung Geburtshilfe geleistet wurde.
Es konnten keine positiven Effekte der Behandlung auf die Trockenmasseaufnahme, die
Milchleistung, Stoffwechselparameter im Blut oder Erkrankungsinzidenzen festgestellt
werden. Die Arbeitsgruppe vermutete, dass das NSAID zu spat nach der Kalbung verabreicht
wurde.

Auch MAINAU et al. (2014) fanden keine signifikanten positiven Effekte der Behandlung mit
MEL im Mittel 3,4 Stunden (maximal 6 Stunden) nach der Kalbung. Lediglich die Aktivitat der
behandelten Erstkalbskiihe war gegenlber den nicht behandelten Erstkalbskiihe signifikant
erhoht.

Die Gabe eines oralen MEL Bolus (675 mg) 12 — 36 Stunden nach der Kalbung hatte laut
CARPENTER et al. (2016) eine hohere tagliche Milchleistung verglichen mit der
Kontrollgruppe zur Folge (p <0,05; MEL-Gruppe: 36,8 kg, Kontrollgruppe: 32,8 £ 2,2 kg).
Zudem war die Tendenz erkennbar, dass mehr Tiere aus der Kontrollgruppe im Zeitraum von
365 Tagen aus der Herde abgingen (42 % der Kontrollgruppe vs. 26 % bei der MEL-Gruppe).
SWARTZ et al. (2018) verglichen die Gabe eines oralen MEL-Bolus in einer Dosierung von 1
mg/kg bei Milchkihen 48 bis 6 Stunden a.p. und innerhalb von 12 Stunden p.p. Eine dritte
Gruppe erhielt jeweils einen Placebobolus. In dieser Studie produzierten die a.p. behandelten
Kuhe mit leichtem Kalbeverlauf (eutokisch) signifikant mehr Milch, Milchfett und Eiweil3 als die
(eutokische) Placebogruppe, wahrend die p.p. behandelten (eutokischen) Kihe keine

signifikanten Unterschiede zur Placebogruppe aufwiesen. Kihe mit Schwergeburten
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(dystokisch) zeigten grundsatzlich keine Unterschiede zur Placebogruppe. Dies bestatigt die
Ergebnisse von NEWBY et al. (2013), sodass die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass eine
Gabe von MEL bei Kiihen mit Schwergeburten keine Vorteile bietet. Die Aktivitat war in den
mit MEL behandelten Gruppen geringer als in der Placebogruppe, was der Hypothese der
Arbeitsgruppe widersprach. Durch haufigere Liegeperioden wahrend der Abkalbung in der a.p.
behandelten Gruppe naherte sich der Geburtsverlauf von Jungkihen dem von
Mehrkalbskihen an. Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass ein vermehrtes Liegen rund um
die Kalbung auch bedeuten kénnte, dass die Tiere entspannter sind und weniger Schmerz
empfinden, welcher zu Rastlosigkeit fuhrt. Es konnten keine Effekte der Behandlung auf die
Krankheitsinzidenz im Puerperium festgestellt werden.

SHOCK et al. (2018) behandelten Kiihe unmittelbar nach der Kalbung oral mit MEL (N = 1.009,
Kontrollgruppe: N = 1.644) und stellten eine hdhere Milchleistung, ein geringeres Risiko fur
subklinische Mastitis und eine niedrigere Abgangsrate bei den behandelten Kihen fest.

Eine niedrigere Abgangsrate bei mit MEL behandelten Kihen (12 % vs. 25 %) fanden auch
VAN SOEST et al. (2018) bei Kiihen mit klinischer Mastitis im Vergleich zu Tieren, die lediglich
mit einem Antibiotikum behandelt wurden. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von
MCDOUGALL et al. (2016) war bei den mit MEL behandelten Tieren der Besamungsindex
besser, Zwischenkalbezeit und Gustzeit waren kurzer und eine Kosten-Nutzen-Simulation
ergab flr Tiere mit klinischen Mastitiden deutliche 6konomische Vorteile der zusatzlichen
Gabe von MEL fur den Landwirt. Hier handelt es sich zwar um spezifisch erkrankte Kiihe zu
Beginn der Laktation und nicht um gesunde Kiihe unmittelbar nach der Kalbung, dennoch wird
aus diesen Ergebnissen der positive Effekt von Entziindungsreduktion, Schmerzfreiheit und
Wohlbefinden auf die Reproduktion und damit auch die Leistung von Milchkiihen deutlich.
PASCOTTINI et al. (2020) injizierten MEL von Tag 10 bis Tag 13 p.p. taglich bei gesunden
Milchkihen (N = 20, Kontrollgruppe: N = 22) und stellten signifikant niedrigere Konzentrationen
von Hp und BHB sowie hohere Konzentrationen von Glucose bei den behandelten Kihen fest.
Aulerdem untersuchten sie ausfihrlich die Aktivitat von neutrophilen Granulozyten, wobei sie
eine signifikant verstarkte Phagozytoseaktivitat bei behandelten Tieren entdeckten. Es
konnten jedoch keine Unterschiede in der Milchleistung, den Milchinhaltsstoffen und der

Zytologie des Endometriums festgestellt werden.

2.6.5.3 Acetylsalicylsaure post partum

BERTONI und TREVISI (2004) applizierten ASS an 5 aufeinanderfolgenden Tagen nach der
Kalbung in einer Dosierung von 15 g pro Tier und Tag an den ersten 3 und 7,5 g pro Tier und
Tag an den letzten 2 Tagen intramuskular. Die Peak Milchleistung der behandelten Tiere war
tendenziell héher als die der Kontrollgruppe. Zudem waren in der behandelten Gruppe der
Erstbesamungserfolg groRer (50 vs. 27 %), der Besamungsindex niedriger (2,11 vs. 2,33), die

Gustzeit kirzer (126 vs. 133 Tage) und es wurden weniger Kiihe aufgrund von Unfruchtbarkeit
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aus der Herde entfernt (1 vs. 2). Der Plasma Zinkspiegel der behandelten Kiihe war an Tag 7
p.p. signifikant hdher bei den behandelten Kiihen, die Konzentrationen von Hp und Cp sowie
TP und Globulin waren teilweise signifikant niedriger. Allerdings zeigten die behandelten Tiere
eine hoéhere Metritisinzidenz (30 vs. 18 %), eine starkere und verlangerte Abnahme der
Kérperkondition (engl.: Body Condition Score, BCS (EDMONSON et al. 1989)) (-1.08 vs. -0,92
BCS Punkte), einen niedrigeren Plasma Glukosespiegel und héhere Konzentrationen der
NEFA und des Leberenzyms Aspartat-Amino-Transferase (AST). Eine mdgliche Erklarung fur
die letztgenannten Ergebnisse ist die hohere Peak Milchleistung einhergehend mit einer
starker ausgepragten negativen Energiebilanz. Die Wiederholung der Studie auf einem
weiteren Milchviehbetrieb (TREVISI und BERTONI 2008) bestétigte die oben beschriebenen
Funde. Beide Datensatze der Arbeitsgruppe fusioniert ergaben eine statistisch signifikant
héhere Milchleistung der behandelten Tiere gegeniber der Kontrollgruppe.

FARNEY et al. (2013) verabreichten ASS an 7 aufeinanderfolgenden Tagen p.p. Uber das
Trinkwasser (123,3 + g pro Tier und Tag) und verglichen die Auswirkungen bei Kuhen
unterschiedlicher Laktationszahlen. Bei behandelten Kihen mit drei oder mehr Laktationen
war die 305 Tage Milchleistung um 21 % und der Milchfettgehalt um 30 % erhoht. Des
Weiteren zeigte sich in dieser Gruppe, wie bei BERTONI und TREVISI (2004), eine signifikant
erhdhte Metritisinzidenz. Behandelte erstlaktierende Kihe zeigten dagegen eine um 8 %
niedrigere Milchleistung im Vergleich mit der Kontrollgruppe und ein tendenziell erhdhtes
Abgangsrisiko. AuRerdem stellte die Arbeitsgruppe bei behandelten Tieren eine reduzierte
Insulinresistenz fest, die mit Hypoglykamie und einer vermehrten hepatischen Einlagerung von
Triglyceriden einherging. Die NEB der behandelten Tiere war schwerer ausgepragt als die der
Kontrollgruppe.

MONTGOMERY et al. (2019), welche ein nahezu identisches Behandlungsschema wie
FARNEY et al. (2013) anwandten, fanden keine Beeinflussung der Behandlung auf die
Plasmakonzentrationen von NEFA, BHB, Lactat, Adiponektin, Insulin, Hp und TNF-q, stellten
aber an Tag 7 eine um 25 % reduzierte Glukosemetabolisierung und eine tendenziell erhéhte
Plasma-Glucagonkonzentration der behandelten Tiere fest, was den Verdacht der
Beeinflussung der Glukosehomdostase durch ASS erhartet, aber nicht erklart.

CARPENTER et al. (2016) drenchten 125 g ASS pro Tier und Tag beginnend an Tag 2 p.p.
fur 3 aufeinanderfolgende Tage. Milchleistung und Proteingehalt der Milch waren in der
behandelten Gruppe (N = 51) signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (N = 51). Die
Konzentrationen von BHB war niedriger, jedoch war die Haptoglobinkonzentration in der
behandelten Gruppe héher. Die Korperkondition, NEFA, PON und die Gustzeit zeigten keine
Unterschiede.

Die viermalige Gabe eines oralen ASS Bolus (100 mg/kg KG) innerhalb von 12 Stunden p.p.

und darauf folgend alle weiteren 12 Stunden (N = 278) bewirkte signifikant niedrigere
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Konzentrationen von Hp im Serum der behandelten Kihe verglichen mit der Kontrollgruppe
(BARRAGAN et al. 2018a, BARRAGAN et al. 2020b). Bei Kiihen mit Lasionen an der Vulva
berichteten die Autoren zudem eine geringere Serumkonzentration von Substanz P gegenlber
den Kuhen mit vulvalen Lasionen aus der Placebogruppe (N = 285) (BARRAGAN et al. 2018a).
Auflerdem berichteten die Autoren (BARRAGAN et al. 2020a) eine gesteigerte Milchleistung,
eine verkurzte Gustzeit und einen geringeren Bedarf an Spermaportionen fiir eine erfolgreiche
Konzeption bei den behandelten Kiihen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die zweimalige orale
Gabe von ASS in einer Dosis von 200 mg/kg KG innerhalb von 12 Stunden p.p. und erneut 24
Stunden spater (N = 121; Kontrollgruppe: N = 125) fihrte in einer anderen Studie der
Arbeitsgruppe nicht zu niedrigeren Hp Konzentrationen im Serum (BARRAGAN et al. 2020c).
Mehrkalbskihe (N = 82) wiesen nach dieser Behandlung jedoch signifikant niedrigere Serum
BHB Konzentrationen auf und gaben 1,64 kg mehr Milch innerhalb der ersten 60 Tage p.p. als
unbehandelte Kontrollkiihe (N =87). Zudem war das Metritisrisiko der behandelten Kiihe in
dieser Studie geringer und die Gustzeit tendenziell kiirzer im Vergleich zur Kontrollgruppe
(BARRAGAN et al. 2021).

2.6.5.4 Carprofen post partum

In einer Studie von STILWELL et al. (2014) wurde CAR 6 Stunden p.p. in einer Dosis von 1,4
mg/kg intravenods verabreicht. Kihe, die das Medikament erhalten hatten, zeigten eine héhere
305 Tage Milchleistung als Kiihe, die mit einem Placebo behandelt wurden. Zudem wurden
behandelte Kihe innerhalb der ersten Tage nach der Geburt haufiger beim Fressen
beobachtet. Jedoch war die Rate der trachtigen Tiere nach 220 DIM bei den behandelten
Kihen niedriger als bei den unbehandelten. Die Arbeitsgruppe vermutete, dass die hdhere
Milchleistung bei den behandelten Tieren die Fruchtbarkeit negativ beeinflusst haben kdnnte.
MEIER et al. (2014) wandten CAR entweder an den Tagen 1, 3 und 5 p.p. (N = 214) oder an
den Tagen 19, 21 und 23 p.p. (N = 204) an, um mdgliche Effekte zu beobachten und den
optimalen Zeitpunkt der Applikation zu eruieren. Es konnten bei keinem der beiden
Behandlungszeitpunkte positive Effekte auf Milchleistung, Fruchtbarkeit und allgemeine
Gesundheitsparameter festgestellt werden. Lediglich die Konzentration von BHB war im
Serum der frih nach der Kalbung behandelten Kihe niedriger als in der Kontrollgruppe und
der spat behandelten Gruppe, was einen positiven Einfluss der Schmerzreduktion auf die
Futteraufnahme und die negative Energiebilanz im peripartalen Zeitraum schlussfolgern lasst.
Wie unter 2.6.5.1 beschrieben, fanden GIAMMARCO et al. (2016) niedrigere Abgangsraten
und grélere Erstbesamungserfolge bei innerhalb von 12 Stunden nach der Kalbung mit CAR

behandelten Kiihen.
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2.6.5.5 Ketoprofen post partum

RICHARDS et al. (2009) stellten keine signifikanten Effekte einer zweimaligen intramuskularen
Gabe von KET (3 mg/kg KG) direkt und 24 Stunden nach der Kalbung auf die Inzidenz von
Puerperalerkrankungen, die Milchleistung und die Fruchtbarkeit in der Folgelaktation fest.
Jedoch war in dieser Studie das Risiko fur Nachgeburtsverhaltungen in der Kontrollgruppe (N
= 227) gegenuber der mit KET behandelten Gruppe (N = 220) 1,7-fach erhéht (p = 0,07). Die
intramuskulare Applikation von KET (3 mg/kg KG) am Tag der Kalbung und weitere 3 Tage in
Folge bewirkte bei Kiihen signifikant reduzierte Hp, NEFA, BHB und TNF-a Konzentrationen
(KOVACEVIC et al. 2018). Zudem konnte eine signifikant hoéhere Milchleistung der
behandelten Kiihe gegenliber der Kontrollgruppe festgestellt werden, wenn man die Kiihe mit
Uberdurchschnittlicher Milchleistung betrachtet. Bei Kihen mit unterdurchschnittlicher
Milchleistung oder allen Kihen konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.
GLADDEN et al. (2018) wandten KET einmalig innerhalb von 3 Stunden nach der Kalbung bei
Kdhen und Kalbern an. Als Marker flr Stress, Entzlindung und Gewebeschadigung wurden
Plasma Cortisol, Creatinkinase, L-Laktat und TP genutzt, die Milchleistung wurde nicht
untersucht. Es konnten keine Effekite der Behandlung auf die genannten biochemischen

Parameter festgestellt werden.

2.6.5.6 Ubersichtstabelle

Tabelle 9 fasst die bisher erforschten Effekte verschiedener peripartal angewandter NSAID

auf die Gesundheit und Leistung von Milchkihen zusammen.
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Tabelle 9: Effekte der peripartalen Applikation verschiedener NSAID auf Tiergesundheit, Milchleistung und
Fruchtbarkeit von Milchkiihen

Applikation Effekte Literaturquelle
GES ML FR

FLUN nach Kaiserschnitt LINGV)* - - WAELCHLI et al. 1999

5h p.p. + 3 Tage tagl. LINGV) — - SHWARTZ et al. 2009

< 12h p.p. 0 - N(EB)* GIAMMARCO et al. 2016

a.p. UTG)* - - NEWBY et al. 2017 (a)

1h p.p. + 24h p.p. LINGV)* ! - NEWBY et al. 2017 (b)
MEL 24h p.p., Dystokie — — — NEWBY et al. 2013

< 6h p.p. — — — MAINAU et al. 2014

12 — 36h p.p. 0 T - CARPENTER et al. 2016

48 — 6h a.p. - T - SWARTZ et al. 2018 (a)

<12h p.p. - — - SWARTZ et al. 2018 (b)

Tag 1 p.p. T T - SHOCK et al. 2018

Tag 10 - 13 p.p. tagl. 1 (Hp) — - PASCOTTINI et al. 2020
ASS 5 Tage p.p. tagl. | (METR) 1 1 BERTONI et al. 2004

5 Tage p.p. tagl. | (METR) T 1 TREVISI und BERTONI 2008

7 Tage p.p. tagl. | (METR) T - FARNEY et al. 2013 (b)

3 Tage p.p. tagl. - ™ - CARPENTER et al. 2016

ab 12h p.p. 4x je 12h 1™*(Hp) - - BARRAGAN et al. (2018)

7 Tage p.p. tagl. — — — MONTGOMERY et al. 2019

2 Tage p.p. tagl. 1*(BHB) T - BARRAGAN et al. 2020 (c)

ab 12h p.p. 4x je 12h 1*(SCC) ™ T BARRAGAN et al. 2020 (a)

ab 12h p.p. 4x je 12h T(Hp) - - BARRAGAN et al. 2020 (b)

2 Tage p.p. tagl. (METR) - 1 BARRAGAN et al. 2021
CAR 6h p. p. - 0 ! STILWELL et al. 2014

Tag 1,3 +5p.p. — — - MEIER et al. 2014 (a)

Tag 19, 21 + 23 p.p. — — — MEIER at al. 2014 (b)

< 12h p.p. 0 - T(EB)* GIAMMARCO et al. 2016
KET <1hp.p. +24h p.p. — — — RICHARDS et al. 2009

Tag 1 + 3 Tage tagl. ™ ™ - KOVACEVIC et al. 2018

<3h p.p. — — — GLADDEN et al. 2018

FLUN = Flunixin, MEL = Meloxicam, ASS = Acetylsalicylsdure
Gesundheit, ML = Milchleistung, FR = Fruchtbarkeit, NGV = Nachgeburtsverhaltung, TG = Totgeburt, EB =
Erstbesamungserfolg, Hp = Haptoglobinkonzentration, BHB = BHB Konzentration, SCC = Somatic Cell Count, 1 =
positiver Effekt, | = negativer Effekt, — =
Effekt (p < 0,05)
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2.7 Fazit

Akute Phase Proteine kénnen unter dem Einsatz geeigneter Nachweisverfahren als
weitgehend unspezifische diagnostische Marker fir vielfaltige Entziindungsreaktionen im
Organismus der Milchkuh angewandt werden. In Anbetracht der Tatsache, dass die Kalbung
einen multifaktoriellen Stressor flir die Kuh darstellt, sind APP dazu geeignet, den Grad der
Belastung der Kuh im peripartalen Zeitraum einzuschatzen. Um dies in der Praxis umzusetzen,

mussen jedoch zunachst folgende Fragen beantwortet werden:

e Wie unterscheiden sich verschiedene Betriebe hinsichtlich der Serumkonzentrationen
verschiedener APP innerhalb der ersten Woche p.p.?

e Welches APP ist der aussagekraftigste diagnostische  Marker  fir
Entziindungsreaktionen in der ersten Woche p.p.?

e Welches Probenmaterial eignet sich am besten fiir die Bestimmung dieses Proteins?

o Welche der aktuell gangigen Nachweismethoden ist die praziseste?
Zur Beantwortung dieser Fragen wurde zunachst eine Vorstudie durchgefihrt.

Die mit der Geburt einhergehenden Entziindungsprozesse sind zum Teil physiologischer Natur
und nicht vermeidbar oder sogar notwendig. UberschieRenden Entziindungsprozessen jedoch
koénnte durch den gezielten Einsatz von Arzneimitteln mit schmerzlindernder, fiebersenkender
und entziindungshemmender Komponente entgegengewirkt werden. Vorherige Studien zum
Einsatz von NSAID p.p. lieferten unterschiedliche, zum Teil kontroverse Ergebnisse. Geringe
Tierzahlen und mangelndes Wissen Uber den besten Zeitpunkt der Medikamentenapplikation
waren dabei haufig limitierende Faktoren fur aussagekraftige Ergebnisse. In der vorliegenden
Hauptstudie wurden je 250 Kihe in die Behandlungs- und die Placebogruppe aufgenommen
und somit ein grof3er Stichprobenumfang garantiert. Flunixin-Meglumin wurde 24 — 36 Stunden
p.p. als transdermales Praparat und nur bei Kihen ohne Anzeichen einer
Nachgeburtsverhaltung angewandt, um eine negative Beeinflussung des Abldseprozesses zu
vermeiden. Die transdermale Applikationsform reduzierte zusatzlich den Stress, den eine
intravendse oder intramuskulare Injektion des Medikaments flir die Tiere bedeutet hatte. Die
Arbeitshypothese lautete, dass die Entziindungshemmung und Schmerzreduktion durch das
angewandte NSAID das Wohlbefinden der Tiere steigern, zu einer vermehrten
Futteraufnahme fuhren, damit die NEB reduzieren und metabolischen Stérungen wie
Lipomobilisation und Ketose entgegenwirken wirde. Damit einhergehend kdnnten durch die
verbesserte Energiebilanz in den ersten Tagen p.p. ein reduziertes Erkrankungsrisiko, eine
gesteigerte Milchleistung sowie positive Effekte auf die Abgangsrate und Fruchtbarkeit der
behandelten Tiere beobachtet werden. Als diagnostischer Marker fir das Ausmald der

postpartalen Entziindungsreaktion sollte ein geeignetes APP dienen. Fir die Erfassung des
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metabolischen  Status der Kihe wurden verschiedene  klinisch-chemische
Stoffwechselparameter aus Serumproben analysiert. Klinische Parameter des Wohlbefindens
und der Allgemeingesundheit der Tiere wurden erfasst und die Effekte der Behandlung auf
diese ausgewertet.

Im Folgenden werden die Vorstudie und die Hauptstudie separat voneinander beschrieben.
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3. Material und Methoden

3.1 Material und Methoden Vorstudie

Der im folgenden Abschnitt beschriebene Tierversuch wurde durch das Landesamt flr
Arbeitsschutz, Verbraucherschutz und Gesundheit (LAVG) Brandenburg genehmigt (Nummer
der Tierversuchsgenehmigung: 2347-A-3-1-2018).

3.1.1 Tiere und Betriebe

Im Zeitraum von Marz bis April 2018 wurden insgesamt 100 Milchkihe der Rasse Holstein
Friesian in die Vorstudie eingeschlossen. Die Kihe stammten aus zehn verschiedenen
Milchviehbetrieben in Brandenburg, dabei handelte es sich um Grol3betriebe (1074 bis 2638
Kihe) mit Boxenlaufstallhaltung. In allen Betrieben wurde zur Fitterung eine Totale

Mischration (TMR) eingesetzt.

3.1.2 Einschluss in die Studie

Je Betrieb wurden im Rahmen eines einmaligen Betriebsbesuchs stichprobenartig zehn Kihe
unterschiedlicher Laktationszahlen innerhalb 0 — 8 Tage p.p. untersucht und beprobt. Die
Stichprobe fir die Vorstudie beinhaltete nur Kiihe, die zum Zeitpunkt der Untersuchung steh-
und gehfahig waren, keine Schwergeburt (Definition: Score > 2 nach SCHUENEMANN et al.
(2011)), Tot- oder Zwillingsgeburt erlitten hatten und weder Anzeichen einer

Nachgeburtsverhaltung noch hohes Fieber (= 40 °C) aufwiesen.

3.1.3 Untersuchungen und Probenentnahme

Jede Kuh wurde initial allgemein untersucht. Dabei wurden Haltung, Verhalten, Ausdruck
(GLEERUP et al. 2015), Bauchdeckenspannung, Pansenfillung (PF) (ZAAIJER und
NOORDHUIZEN 2003) und die Schleimhaute beurteilt (Tabelle 10). Besonderes Augenmerk
lag auf der Bestimmung der rektalen Korpertemperatur (RKT) mit Hilfe des VT 1831 Veterinary
Thermometer der Firma Klifovet AG Germany. Der Grad der geburtsbedingten vulvaren
Lasionen wurde in Anlehnung an einen von VIEIRA-NETO et al. (2016) angewandten Score
bestimmt (Tabelle 11). Dafir wurde die Vulva mit den Fingern gespreizt und das Ausmal}
eventueller Lasionen an der dorsalen, ventralen oder lateralen Kommissur visuell geschatzt
und dokumentiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe des Metricheck (MC) Utensils (Simcro Tech
Ltd., Hamilton, Neuseeland) (SHELDON und DOBSON 2004, SHELDON et al. 2006,
MCDOUGALL et al. 2007, SENOSY et al. 2012, LAMBERTZ et al. 2014) die Qualitat des
vaginalen Ausflusses beurteilt. Dafir wurde die Scham zunachst trocken gereinigt,
anschliefdend gespreizt und der Teststab mit der abgerundeten Spitze des Auffangtrichters

nach vorn in craniodorsaler Richtung eingefiihrt. Durch wenige gleichmafige und vorsichtige
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Vor- und Zurickbewegungen ventral in der Vagina gelangte dort angesammeltes Material in
den Auffangtrichter. Der Teststab wurde mit einer geschwungenen Handbewegung nach
caudodorsal aus der Vagina entfernt. Auf dem dunklen Untergrund des Auffangtrichters lieRen
sich Beimengungen wie Eiter oder Blut gut identifizieren und ihr relativer Anteil konnte
eingeschatzt werden. Die Viskositat der Flussigkeit wurde mit Hilfe der behandschuhten Hand
oder durch Schraghalten des Stabes Uberprift. Die Bewertung erfolgte auf Basis eines fest
definierten Scores (Tabelle 12; Anhang, Abbildung 37). Zuletzt wurde das Ausflussmaterial
vom Auffangtrichter entfernt, Stab und Trichter mit einem Desinfektionstuch griindlich gereinigt
und vor der nachsten Anwendung in einem Behalter mit lodlésung (Povidoniod, 10 %)
aufbewahrt.

Nach Abschluss der Untersuchungen wurde von jeder Kuh an der Vena bzw. Arteria coccygea
mittels offenen Blutentnahmesystems mit einer 1,8 x 43 mm Strauss-Kantle und jeweils einem
10 ml EDTA-, Lithium-Heparin- und Serumréhrchen (SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co.,
51588 Niirnbrecht) Blut entnommen.

Von jeweils einer Kuh je Betrieb wurde eine doppelte Serumprobe gewonnen, um mit Hilfe von
verblindeten Doppelbestimmungen den methodischen Fehler der verschiedenen

Analysemethoden zu ermitteln.
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Tabelle 10: Bewertung des allgemeinen Gesundheitszustandes

Score 0 1 2 3
BD weich ggr. gespannt mgr. gespannt hgr. gespannt
Haltung gerader Riicken ggr. gekrimmter riicken mgr.-hgr. gekrimmter Tier festliegend
Ricken
Verhalten ruhig, aufmerksam, frisst / ruhig, aufmerksam, frisst trage, reduziertes Verhalten,  apathisch, evitl.
kaut wieder nicht/ kaut nicht wieder frisst nicht/ kaut nicht wieder, Zahneknirschen
evtl. Zahneknirschen
Ausdruck? munter, Kopf hoch, Kopf hoch, Ohren nach Kopf tiefer, Ohren nach Kopf tief, Ohren nach hinten
Ohrenspiel/Ohren nach vorne, seitlich oder hinten, hinten oder seitlich-unten oder seitlich-unten gehalten,
vorne, entspannte ggr. angespannte gehalten, Gesichtsmuskulatur eingesunkene Augapfel,
Gesichtsmuskulatur Gesichtsmuskulatur angespannt angespannte
Gesichtsmuskulatur
PF Pansennote? Pansennote? Pansennote® Pansennote®
4-5 3-4 2-3 1
SH blassrosa, feucht, glanzend blassrosa, maRig feucht blass, trocken porzellanfarben, trocken /

schmutzig rot, verwaschen /
zyanotisch

BD = Bauchdecke, PF = Pansenfiillung, SH = Schleimhé&ute, 2nach GLEERUP et al. (2015), ®nach ZAAIJER und NOORDHUIZEN (2003)
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Tabelle 11: Bewertung der Geburtsldasionen an der Vulva

Score! 0 1 2
Keine Lasion < 2cm an der Lasion > 2cm an der
Schleimhautlasion  dorsalen Kommissur der dorsalen Kommissur der
Vulva oder an den Vulva oder an den
seitlichen Wanden der seitlichen Wanden der
Vulva / Vagina Vulva / Vagina oder beides

"nach VIEIRA-NETO et al. (2016)

Tabelle 12: Bewertung der Qualitidt des vaginalen Ausflusses mit Hilfe des Metricheck-Utensils

MC Score! 0 1 2 3 4
klar, mucés  flockig, <60% >50% Eiter, purulent, sanguinds
Eiter mucopurulent putride

MC = Metricheck, 'adaptiert von und modifiziert nach SHELDON et al. (2004), SHELDON et al. (2006),
MCDOUGALL et al. (2007), SENOSY et al. (2012) und LAMBERTZ et al. (2014)

3.1.4 Probenaufbereitung

Innerhalb von maximal 2 Stunden gelangten die Proben zum klinikeigenen Labor.
AnschlieRend wurden die Serum- und Plasmardhrchen bei 3500 g bzw. 2800 g separat
voneinander fur jeweils 10 Minuten bei 20 °C zentrifugiert. Das erhaltene Serum bzw. Plasma
wurde fur die weiteren Untersuchungen in mehrere Aliquote aufgeteilt (Tabelle 13).

Durch das Pipettieren von jeweils einem Milliliter der Einzelproben eines Betriebs in ein
gemeinsames Poolprobenréhrchen entstand jeweils eine Serum-, EDTA-Plasma- und Lithium-
Heparinplasma-Poolprobe von den Betrieben. Alle Proben wurden in zum Einfrieren
geeigneten Probenrdhrchen (SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co., 51588 Niirnbrecht) bei
-24°C gelagert. Aufgrund deutlicher Hamolyse in einer Probe gelangten nur 99 Proben zur

weiteren Untersuchung.

Tabelle 13: Aufteilung der Serum- und Plasmaproben in Aliquote fiir unterschiedliche Untersuchungen in

drei verschiedenen Laboren (LAB 1-3)

S-EP S-PP HP-EP HP-PP EDP-EP EDP-PP
N 110 10 110 10 110 10
Aliquot 1 LAB 1: LAB 1: - LAB 1: - LAB 1:
Hp (NC) Hp (NC) Hp (NC) Hp (NC)
und SAA und SAA und SAA und SAA
(ELISA) (ELISA) (ELISA) (ELISA)
Aliquot 2 LAB 2: LAB 2: - LAB 2: - LAB 2:
Hp (ELISA) Hp (ELISA) Hp (ELISA) Hp (ELISA)
und CRP und CRP und CRP und CRP
(EIA) (ELISA) (EIA) (EIA)
Aliquot 3 LAB 3: LAB 3: - LAB 3: - LAB 3:
Cp, Albund Cp, Alb und Cp, Alb und Cp, Alb und
TP (NC) TP (NC) TP (NC) TP (NC)

N = Stichprobenumfang (Anzahl Proben), EP = Einzelproben, PP = Poolproben, S = Serum, HP = Lithium-
Heparinplasma, EDP = EDTA-Plasma, NC = Nasschemie, ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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3.1.5 Bestimmung der Akute Phase Proteine

Die angewandten Nachweismethoden fir die untersuchten Akute Phase Proteine sind in

Tabelle 14 beschrieben.

Tabelle 14: Bestimmung der Akute Phase Proteine Haptoglobin, Serum Amyloid A, C-reaktives Protein,

Coeruloplasmin und Albumin sowie des Totalproteins

Protein Bestimmung lesteigenschaften
(Labor)
Analysegerat Methode
Hp Cobas 8.000 C 701 Autoanalyzer Colorimetrischer Test ~ Sensitivitat: 0,005 g/l
(LAB1) (Roche Diagnostics, Schweiz) (Peroxidaseaktivitat)  Intra Assay CV: 1,2 %
Inter Assay CV: 5,3 %
Hp ELISA-kit ELISA Sensitivitat: 0,005 g/l
(LAB2) (BIO-X-Diagnostics S.A., Belgien) Intra Assay CV: 2,9 %
Inter Assay CV: 16,2 %
SAA ELISA-kit ELISA Sensitivitat: 0,3 pg/ml
(LAB1) (Tridelta Development, Irland) Intra Assay CV: 2,9 %
Inter Assay CV: 18,8 %
CRP Inhouse-EIA EIA Sensitivitat: 3,1 ng/ml
(LAB2)
Cp Cobas Mira Plus CC Autoanalyzer = Colorimetrischer Test ~ Sensitivitat: 0,1 mg/l
(LAB3) (Roche Diagnostics, Schweiz) (p-Phenylendiamin- Intra Assay CV: 1,08 %
dihydrochlorid) Inter Assay CV: 2,12 %
Alb Cobas Mira Plus CC Autoanalyzer = Colorimetrischer Test  Sensitivitat: 2,9 g/l
(LAB3) (Roche Diagnostics, Schweiz) (Bromcresolgrun) Intra Assay CV: 0,95 %
Inter Assay CV: 1,95 %
TP Cobas Mira Plus CC Autoanalyzer = Colorimetrischer Test ~ Sensitivitat: 2,0 g/l
(LAB3) (Roche Diagnostics, Schweiz) (Biuret-Reaktion) Intra Assay CV: 1,08 %

Inter Assay CV: 1,99 %

Hp = Hapoglobin, SAA = Serum Amyloid A, CRP = C-reaktives Protein, Cp = Coeruloplasmin, Alb = Albumin, TP =
Totalprotein, S = Serum, HP = Heparinplasma, CV = Coefficient of Variation, ELISA = Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, EIA = Enzyme Immunoassay

Haptoglobin wurde von LABOR 1 an einem Cobas 8.000 C 701 Autoanalyzer (Roche
Diagnostics, Schweiz) auf Basis der Hamoglobinbindungsreaktion und der Hemmung der
Peroxidaseaktivitat mittels photometrischer Messung (OWEN et al. 1960, MAKIMURA und
SUZUKI 1982) bestimmt. Die Methode basiert darauf, dass die Peroxidaseaktivitdt von
ungebundenem Hamoglobin im sauren Milieu inaktiviert wird, im Komplex mit Hp jedoch
erhalten bleibt. Aus der gemessenen Peroxidaseaktivitat kann somit auf die Konzentration von
Hp in der Probe geschlossen werden. In LABOR 2 wurde ein kommerzielles ELISA-Testkit
(BIO-X-Diagnostics S.A., Rochefort, Belgien) zur Bestimmung der Hp Konzentrationen
angewandt. LABOR 1 bestimmte die Konzentration von SAA mittels eines kommerziellen
ELISA-Testkits (Tridelta Development, Irland). Das CRP wurde von LABOR 2 mittels eines
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inhouse-EIA bestimmt. Die Konzentrationen von Cp, Alb und TP wurden von LABOR 3

photometrisch am Cobas Mira Plus CC Autoanalyzer (Roche Diagnostics, Schweiz) ermittelt.

3.1.6 Statistische Auswertung

Die Datenerfassung und -sammlung erfolgte mit dem Programm Microsoft® Excel (Office
2013; Microsoft Deutschland Ltd., Miinchen, Deutschland). Die statistische Auswertung wurde
mit dem Programm IBM SPSS Statistics fir Windows (Version 26.0; SPSS Inc., Chicago,
llinois) durchgefihrt.

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden die einzelnen erhobenen Parameter zunachst
grafisch  (Histogramme, Q-Q-Plots) und mittels Kolmogorov-Smirnov Tests mit
Signifikanzkorrektur nach Lilliefors auf Normalverteilung tberprift (BUHL 2014).
AnschlieBend wurden von jedem Parameter die absoluten und relativen Haufigkeiten der
einzelnen Merkmalsauspragungen, die Maxima und Minima sowie die Mittelwerte, die
Standardabweichung und alle Quartile bestimmt.

In der analytischen Statisik wurde zunachst ein Kruskal-Wallis Test fur nicht normalverteilte,
unabhangige Stichproben genutzt, um signifikante Mittelwertdifferenzen der APP
Konzentrationen zwischen den Betrieben zu ermitteln (BUHL 2014). Die Korrelationen der
APP Konzentrationen in Serumeinzel- und Poolproben wurden mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet. Die Beziehungen der APP zu den
klinischen Gesundheitsparametern wurden mit Hilfe von Korrelationen nach Pearson
(kontinuierlich skalierte Variablen, z.B. RKT) oder Spearman-Rho (kontinuierlich und/oder
ordinal skalierte Variablen, z.B. MC Score) verglichen. Mittels einfacher Varianzanalyse (engl.:
Analysis of Variance, ANOVA) wurde Uberprift, ob signifikante Unterschiede der
Proteinkonzentrationen zwischen den einzelnen Kategorien des MC Scorings vorliegen. Der
Bland-Altman Methodenvergleich (BLAND und ALTMAN 1986) und verschiedene,
nichtparametrische Testverfahren (Kruskal-Wallis Test, Wilcoxon’s Test, Friedman’s Test)
dienten anschlieRend dazu, etwaige Unterschiede und Beziehungen zwischen den drei
Probenmaterialien und den beiden Messmethoden fiir Hp herauszuarbeiten (BUHL 2014).
Unterschiedliche Buchstaben in den Tabellen dienen zur Kennzeichnung signifikanter

Unterschiede.

Eine statistische Signifikanz wird grundséatzlich bei p < 0,05 beschrieben, Signifikanzwerte von

p =0,05-p =0,10 indizieren eine statistische Tendenz.

3.2 Material und Methoden Hauptstudie

Der im folgenden Abschnitt beschriebene Tierversuch wurde durch das LAVG Brandenburg

genehmigt (Nummer der Tierversuchsgenehmigung: 2347-10-2018).
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3.2.1 Tiere und Betriebe

Im Zeitraum von November 2018 bis November 2019 wurden insgesamt 500 Kiihe der Rasse
Holstein Friesian in die Studie eingeschlossen. Die Kiihe stammten von drei unterschiedlichen
Betrieben in Brandenburg. Dabei handelte es sich um drei Betriebe mit vergleichsweise hohen
Hp Konzentrationen (> 33,3 % der Stichprobe mit Konzentrationen > 0,6 g/lI) im Serum von
Kihen 0 — 8 Tage p.p. aus der in 3.1 beschriebenen Vorstudie. In Betrieb 1 und 3 wurden
jeweils N = 170, in Betrieb 2 N = 160 Kiihe im Rahmen der Studie untersucht und beprobt.
Alle drei Studienbetriebe hielten ihre Milchkihe in Boxenlaufstéllen und fitterten eine TMR.
Die Kiihe standen innerhalb von drei Wochen vor dem errechneten Geburtstermin in mit Stroh
eingestreuten Gruppenabteilen und kalbten auch in diesen Abteilen ab. Die Kalber wurden so
schnell wie moglich von den Muttern separiert und mit Kolostrum aus der Flasche versorgt.
Die Futterungskonzepte der Vorbereiter und Frischmelker waren zwischen den Betrieben
teilweise unterschiedlich.

Tabelle 15 zeigt eine Ubersicht ber ausgewahlte Kennzahlen der drei Studienbetriebe.
Tabelle 16 und Tabelle 17 beinhalten die Zusammensetzung sowie Nahrstoff-, Mineralstoff-
und Vitamingehalte der eingesetzten TMR fur Kihe in der Vorbereitung bzw. Frihlaktation.

Detailliertere Betriebscharakteristika befinden sich im Anhang (Tabelle 39).

Tabelle 15: Stichprobenumfang, Untersuchungszeitraum sowie ausgewdhlte Kennzahlen der drei Betriebe

aus der Herdenmanagementsoftware

Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3

N (US) 170 160 170
US-Ztr. November 2018 Februar 2019 - August 2019 -

- Februar 2019 August 2019 November 2019
Kiihe (9 US-Ztr.) 2.630 1.276 1.734
@ 305d [kg] 9.494 10.228 10.861
ML (kg) (@ US-Ztr.) 32,4 36,4 33,3
F [%] (@ US-Ztr.) 4,15 3,87 3,77
E [%] (@ US-Ztr.) 3,56 3,40 3,39
ZZ [x10%/ml] (@ US-Ztr.) 236 304 178
LL [kg] 26.013 24937 23.814
LE [kg] 15,2 15,4 15,6
ZKZ [T] (12 Mo.) 415 406 404
RZ [T] (12 Mo.) 82 77 86
GZ [T] (12 Mo.) 138 141 128
Bl (12 Mo.) 29 3,5 29
TG (12 Mo.) 4 6 4
Nutzungsdauer [Jahre] 2,5 2,3 2,0

US = Untersuchung, Ztr. = Zeitraum, ML = Milchleistung, F = Fettgehalt der Milch, E = Eiweil3gehalt der Milch, ZZ
= Zellzahl, LL = Lebensleistung, LE = Lebenseffektivitat, ZKZ = Zwischenkalbezeit, RZ = Rastzeit, GZ = Gustzeit,
Bl = Besamungsindex, TG = Totgeburtenrate, JK = Jungkiihe

57



Material und Methoden

Tabelle 16: Kalkulierte Zusammensetzung der TMR fiir Kiihe in der Vorbereitung und Friihlaktation auf den

drei Betrieben im Untersuchungszeitraum

Vorbereitung

Frihlaktation

Futtermittel* Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb3 Betrieb1 Betrieb2 Betrieb 3
Stroh - 0,4 1,00 - 1,10 1,00
Luzernesilage 450 - - 5,70 - -
Luzernehacksel - - - - - 1,20
Grassilage - 8,00 4,00 3,80 17,00 11,50
Maissilage 14,60 13,00 23,00 15,60 12,50 23,00
Maisschrot - - - - 1,30 -
Maisschlempe - - - - 0,40 1,50
Rapsschrot 2,50 1,50 1,00 3,00 1,40 1,50
geschiitzter Raps - 0,60 - - 0,60 1,80
Sojaschrot - - - - - -
Getreideschrot 1,00 - - 2,50 - -
Melasse - - - 0,75 1,00 -
Riibenschnitzel - - - 4,00 - -
Palmkernexpeller - - - - 0,60 -
Propylenglykol - - - 0,20 - -
Glycerin - - 0,20 - - 0,30
Mineralmischung 0,50 0,90 0,15 0,17 1,90 0,25

*Angaben in kg pro Kuh und Tag, wenn nicht anderweitig deklariert

Tabelle 17: Kalkulierte Inhaltsstoffe der TMR fiir Kiihe in der Vorbereitung und Frihlaktation auf den drei

Betrieben im Untersuchungszeitraum

Vorbereitung

Friihlaktation

Inhaltsstoff* Betrieb1 Betrieb2 Betrieb3 Betrieb1 Betrieb2 Betrieb3
NEL [MJ] 6,59 6,59 6,30 6,93 6,66 6,74
Rohfaser 168 185 223 170 175 190
Rohprotein 136 160 113 164 157 167
nxP - 157 132 - 161 164
Rohfett 31 36 26 28 43 41
Zucker - 38 39 - 38 61
Starke - 187 167 - 154 139
Zucker + Starke 162 225 205 283 192 200
Calcium 14,8 14,5 3,5 6,4 10,5 6,3
Phosphor 3,4 41 3,9 3,9 41 4.1
Magnesium - 4.7 2,8 - 3,8 3,2
Natrium 3,2 3,2 1,1 1,7 7,6 3.1
Kalium 17,5 17,1 - 13,8 15,9 -
Chlorid 11,3 - - 2,8 - -
Schwefel 6,1 - - 2,7 - -
Vitamin A [IE] - 7.168 9.251 - 10.410 8.274
Vitamin D [IE] - 2.389 3.700 - 2.732 883
Vitamin E [mg] - 80 186 - 105 48
DCAB [mEq]' - 148 -53 - 113 323 -

NEL = Netto-Energie-Latation, nxP = nutzbares Rohprotein, *Angaben in g/kg

anderweitig deklariert.

'DCAB [mEq/kg TS] = (43,5 x Na + 25,6 x K) — (28,2 x Cl + 62,3 x S)
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3.2.2 Einschluss in die Studie

Auf den drei teilnehmenden Betrieben wurden jeweils im Zeitfenster 24 — 36 Stunden p.p. (Tag
2 p.p.) alle Kihe, die keine Schwergeburt (Definition: Score > 2 nach SCHUENEMANN et al.
(2011)), Tot- oder Zwillingsgeburt erlitten hatten, kein hohes Fieber (> 40 °C) aufwiesen, steh-
und gefahig waren und keine Anzeichen einer Nachgeburtsverhaltung zeigten in die Studie
mit einbezogen. Nach einer kurzen Allgemeinuntersuchung (Tabelle 18) und der Einschatzung
des Lahmheitsgrades mit Hilfe des von SPRECHER et al. (1997) entwickelten Locomotion
Scores (LS) (Tabelle 19) wurde zunachst eine Serumprobe an der Vena bzw. Arteria coccygea

fur die Bestimmung verschiedener Stoffwechselparameter sowie des APP Hp entnommen.

3.2.3 Testsubstanz und Placebo

Bei der zu testenden Substanz handelte es sich um das Produkt Finadyne® Transdermal
(FTD) (50 mg/ml Lésung zum UbergieRen fir Rinder) der Firma MSD Tiergesundheit, welches
in Deutschland von der Intervet Deutschland GmbH (Feldstral3e 1a, 85716 Unterschleil3heim)
vertrieben wird. FTD st zugelassen =zur Fiebersenkung in Verbindung mit
Atemwegserkrankungen und akuter Mastitis sowie zur Verminderung von Schmerz und
Lahmheit in Verbindung mit interdigitaler Phlegmone, Dermatitis interdigitalis und Dermatitis
digitalis bei Rindern. Neben dem Wirkstoff Flunixin (50 mg/ml) als Flunixin-Meglumin (83
mg/ml) enthalt die Losung Levomenthol (50 mg/ml) und den Farbstoff Allurarot (E129; 0,2
mg/ml). Mit einer Bioverfugbarkeit von 48 % und einer mittleren Plasmahalbwertszeit von 6,42
Stunden (KLEINHENZ et al. 2016) wirkt Flunixin nach transdermaler Applikation in einer Dosis
von 3,33 mg/kg effizient auf die Cyclooxigenaseaktivitat ein und flhrt zu einer nachweisbaren
Reduktion der Prostaglandinsynthese (hier: PG E2) bis zu 48 Stunden post applicationem
(ROY et al. 2015, THIRY et al. 2017). Auch die antipyretische und antiendotoxische Wirkung
von transdermal angewandtem Flunixin (hier: Fieber bei Kalbern mit Atemwegsinfektion) ist
bereits nachgewiesen worden (THESING et al. 2016).

Als Placebo (PL) wurde der Farbstoff Allurarot (E129, 0,2 mg/ml), aufgeldst in steriler, 0,9

prozentiger Natriumchloridldsung, verwendet.

3.2.4 Behandlung und Randomisierung

Zur Verblindung der durchfihrenden Person sowie des Betriebspersonals wurden die
Flaschen mit der Testsubstanz bzw. dem Placebopraparat von einer unabhangigen Person
mit undurchsichtigem Klebeband umhullt und alternierend (FTD — PL — FTD usw.) mit
fortlaufenden Nummern beschriftet. Gerade und ungerade Flaschennummern wurden dann im
Wechsel angewandt, um eine Randomisierung zu gewahrleisten. Die Testsubstanz wurde
nach Anweisung des Herstellers von FTD fir das geschatzte Kérpergewicht dosiert und die in

der Dosierkammer befindliche Substanz beginnend von den Dornfortsatzen der

59



Material und Methoden

Brustwirbelsaule bis zum caudalen Rand des Kreuzbeins auf die Rickenlinie aufgegossen
(Abbildung 6 und Abbildung 7; Anhang, Abbildung 38).

3.2.5 Untersuchungen und Probenentnahmen

An den folgenden 6 Tagen (Tag 3 — 8 p.p.) sowie an Tag 14 nach der Anwendung der
Testsubstanz (Tag 15 p.p.) wurde jeweils die RKT der Tiere gemessen und die Parameter
Ruckenposition und Schwanzhaltung wurden erhoben (Tabelle 18). An den Tagen 4, 6 und 8
p.p. wurden zusatzlich die Parameter Pansenfillung (PF), Haltung und Verhalten (Tabelle 18)
sowie der LS (Tabelle 19) erfasst. An den Tagen 4 und 6 p.p. wurde zudem je Kuh erneut eine
Serumprobe fir die in Tabelle 22 beschriebenen Analysen entnommen. Des Weiteren wurde
an den Tagen 7 und 14 nach der Applikation (Tage 8 und 15 p.p.) wie in 3.1.3 beschrieben mit
Hilfe des MC Utensils die Qualitat des vaginalen Ausflusses beurteilt. Aus dem MC Score
sowie der RKT wurde spater eine neue, ordinal skalierte Variable berechnet (,Uteruskategorie®
(UK)), die die Uterusgesundheit der Kihe in vier Kategorien aufteilt (UK 1 = MC Score < 1 &
RKT < 39,5 °C (uterusgesunde Tiere ohne Fieber); UK 2 = MC Score <1 & RKT = 39,5 °C
(Tiere mit nicht-uterusassoziiertem Fieber); UK 3 = MC Score 2 2 & RKT < 39,5 °C (Tiere mit
klinischer Metritis ohne Fieber (Begriffsdefinition nach SHELDON et al. (2006)); UK 4 = MC
Score = 2 & RKT = 39,5 °C (Tiere mit akuter puerperaler Metritis (Begriffsdefinition nach
SHELDON et al. (2006)).

Im Zeitfenster der Untersuchungen aufgetretene Erkrankungen, die vom daflir ausgebildeten
Betriebspersonal diagnostiziert worden sind, wurden dokumentiert. Sofern eine systemische
Behandlung der Kiihe mit einem Antibiotikum oder/und einem NSAID indiziert war, wurde die
Art und Dauer der Medikation als ,unterstlitzende Therapie“ dokumentiert, die Tiere wurden
nicht aus der Studie ausgeschlossen. Tabelle 20 veranschaulicht die Dokumentation der
Erkrankungsevents und die Ausschlusskriterien flir die Studientiere.

Die Milchleistungsdaten der folgenden 8 Monate sowie die errechneten, kumulierten 100- und
305 Tage Leistungen der Kihe wurden den Ergebnissen der monatlichen
Milchleistungsprufungen (MLP) des Landeskontrollverbandes Berlin-Brandenburg e.V.
entnommen.

Die Fruchtbarkeitskennzahlen und Inzidenzen der Krankheitsevents nach Ende des
Untersuchungszeitraumes entstammen jeweils den Herdeverwaltungsprogrammen (HERDE,

dsp-Agrosoft Ltd., Ketzin, Deutschland) der Betriebe.

Tabelle 21 bietet eine Ubersicht (iber alle erhobenen Daten.
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Tabelle 18: Klinische Allgemeinuntersuchung. Pansenfiillung (nach ZAAIJER und NOORDHUIZEN (2003)),

Verhalten, Haltung, Riickenposition und Schwanzhaltung

Parameter Score
Pansenfiillung 1 Tief eingefallene Hungergrube. Die Haut liegt unter den
Querfortsatzen an. Die Hautfalte vom Huftbeinhdcker verlauft
senkrecht nach unten. Die Hungergrube ist hinter dem
Rippenbogen mehr als eine Handbreit tief. Von der Seite sieht
dieser Teil der Flanke rechteckig aus.
2 Die Haut liegt unter den Querfortsatzen an. Die Hautfalte
verlauft vom Huftbeinhécker schrdg nach vorne zum
Rippenbogen. Die Hungergrube ist hinter dem Rippenbogen
eine Handbreit tief. Von der Seite sieht man ein Dreieck.
3 Die Haut Uber den Querfortsdtzen verlauft zuerst eine
Handbreit senkrecht nach unten und biegt dann nach aufRen.
Die Hautfalte vor dem Huftbeinhdcker ist nicht zu sehen. Die
Hungergrube ist hinter dem Rippenbogen noch sichtbar.
4 Die Haut Uber den Querfortsatzen biegt direkt nach auf3en.
Hinter dem Rippenbogen ist keine Hungergrube sichtbar.
5 Die Querfortsdtze sind wegen des gut geflliten Pansens
unsichtbar. Man sieht keinen Ubergang von der Flanke zu den
Rippen.
Verhalten 0 aufmerksam, munter, Tier frisst oder kaut wieder
1 aufmerksam, munter, Tier frisst nicht und kaut nicht wieder
2 reduzierte Teilnahme an Umgebung, frisst nicht und kaut nicht
wieder, Tier wirkt depressiv
3 apathisch, evil. festliegend, evil. in autoauskultatorischer
Position liegend, evtl. Bruxismus zeigend
Haltung 0 Alle Gliedmalen werden belastet, Rickenlinie ist gerade,
Schwanz nicht abgestellt
1 Alle GliedmalRen werden belastet, Rickenlinie ist ggr. — mgr.
Gekrimmt und / oder Schwanz abgestellt
2 Eine oder mehrere GliedmalRen werden entlastet und / oder
Ruckenlinie ist hgr. Gekrimmt und / oder Schwanz abgestellt
Tier liegt fest
Ricken aufgekrimmt
Ruckenlinie gerade
Schwanz abgestellt
Schwanz nicht abgestellt

Riickenposition

Schwanzhaltung

O =O=|W
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Tabelle 19: Bewertung von Haltung und Bewegung (nach SPRECHER et al. (1997))

Punktzahl Beschreibung Befund

1 normal Ruckenlinie im Stehen und beim Laufen gerade. Kuh tritt
normal auf.

2 leicht lahm Im Stehen ist die Rickenlinie gerade und beim Laufen
gekrimmt. Gang leicht abnormal.

3 mittelmaRig lahm  Ruckenlinie im Stehen und beim Laufen gekrimmt. Kuh
macht mit einem oder mehreren Beinen kirzere Schritte.

4 lahm Rickenlinie im Stehen und beim Laufen gekrimmt. Kuh
tritt auf einem oder mehreren Beinen nur noch teilweise
auf.

5 schwer lahm Ruckenlinie gekrimmt. Kuh belastet ein Bein nicht mehr,
steht nicht mehr oder nur unter grof3en Schwierigkeiten
auf.

Schritt 1 Schritt 2

Flasche aufrecht
und auf Augen-
héhe halten. Dann

Vor der ersten langsam und sanft

Anwendung — =

Verschlusskappe e Pt

g : ; Dosier- driicken, um die

:on der Dosier- MNicht die R R Dosierkammer bis
amimer “—Kappe der zur gewiinschten

abschrauben und Flasche Markierung zu

das abziehbare abschrauben g

Siegel entfernen. fullen.

Bei Uperfillung der Dosiertammer Anweisung
zur Behebung von Uberfilllung befolgen.

Schritt 3

Eine kleine Flissigkeitsmenge bleibt in den
Wianden der Kammer zuriick. Die Kalibrierung
der Kammer berlicksichtigt dies. Das Driicken
der Flasche wahrend des Ausgieftens der
Lasung aus der Dosierkammer vermeiden.

Abbildung 6: Dosierung des Arzneimittels Finadyne® Transdermal mit Hilfe der Dosierkammer (MSD
Animal Health, 2015)
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Abbildung 7: ,,Empfohlene Region zum UbergieRen*“ des Priparates Finadyne® Transdermal (MSD

Animal Health, 2015)

Tabelle 20: Erhebung von Krankheitsfillen und Ausschlusskriterien fiir Studientiere

Parameter Befund Aktion
Korperkondition' -0,25 -
-0,5 Intensiveres Monitoring
-0,75 bis -1,5 TA US, ggf. Bhdl.
>-1,5

Korperhaltung

Korpertemperatur

Applikationsstelle

gerader Ricken
aufgekriimmter Ricken
festliegend

<39,5°C

39,5-40 °C

>40 °C

keine Auffalligkeiten
Rétung, Schwellung,

Schuppung, Alopezie o0.a.

TA US, ggf. Bhdl., ggf. Studienabbruch

Intensiveres Monitoring
TA US, Bhdl., Studienabbruch

Intensiveres Monitoring
TA US, ggf. Bhdl., ggf. Studienabbruch

TA US, Bhdl., ggf. Studienabbruch

Anaphylaktische keine Auffalligkeiten -
Reaktion Schwitzen, Unruhe, TA US, Bhdl., ggf. Studienabbruch

Tachypnoe, Tachycardie,

Urticaria 0.a.
Erkrankungen
Milchfieber nicht vhd. -

vhd. TA US, Bhdl., Studienabbruch
Mastitis nicht vhd. -

vhd. TA US, Bhdl., ggf. Studienabbruch
Metritis nicht vhd. -

vhd. TA US, Bhdl., ggf. Studienabbruch
Labmagenverlagerung nicht vhd. -

vhd. TA US, Bhdl., ggf. Studienabbruch
Ketose nicht vhd. -

vhd. TA US, Bhdl., intensiveres Monitoring
Andere Krankheiten nicht vhd. -

vhd. TA US, Bhdl., intensiveres Monitoring

TA US = Tierérztliche Untersuchung, Bhdl. = Behandlung, vhd. = vorhanden, 'BCS nach EDMONSON et al. (1989)
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Tabelle 21: Events und erhobene Daten aller Studientiere im Zeitraum von 0 — 305 Tagen nach der Kalbung

K T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T15 MLP T T
1-8 100 305

Ohrmarke
Laktation
Kalbezeit
Kalbeverlauf
Anzahl Kalber
Vitalitat Kalb
Klinische
Untersuchung
Beurteilung
Lahmheit
Blutprobe X X X
Applikation
Testsubstanz
Kontrolle
Anaphylaktische X
Reaktion
Erfassung
Korpertemperatur
Beurteilung
Applikationsstelle
MC - Scoring X X

Milchleistung X X X
Fett und Protein X X
Zellzahl X
Rastzeit

Gustzeit

Anzahl

Besamungen

Anzahl Portionen

EBE

Abgangsdatum

Abgangsgrund

Krankheitsevents

Milchfieber

o Mastitis

o Ketose

e LMV

e Andere X

K = Kalbung, T = Tag, MLP = Milchleistungsprifung, MC = Metricheck, EBE = Erstbesamungserfolg, LMV =
Labmagenverlagerung

X X X X X X

X X X X X X X x

X X X X
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3.2.6 Probenaufbereitung

Die Serumproben wurden vor Ort nach einer Standzeit von ca. einer Stunde bei
Raumtemperatur fiir 15 Minuten bei 3500 x g zentrifugiert und die Uberstande abgenommen.
Es wurden je Probe eine Ruckstellprobe fiur eventuelle weitere Fragestellungen oder
Wiederholungsmessungen und zwei Aliquote fir die Analysen bereitgestellt (Tabelle 22). Bis
zur Untersuchung befanden sich die Aliquote in zum Einfrieren geeigneten Réhrchen und

wurden bei -24°C gelagert.

Tabelle 22: Probenaufbereitung und Aufteilung in Aliquote

Material Zentrifugation Aliquote und Untersuchungen

1 NEFA, BHB, TP, Alb, Ca, P (LAB 3)

Serum 15 min, 20 °C 3500 x g 2 Hp (LAB 1)

S = Serum, NEFA = Non Esterified Fatty Acids, BHB = Betahydroxybutyrat, TP = Totalprotein, Alb = Albumin, Hp =
Haptoglobin, Ca = Calcium, P = Phosphor

3.2.7 Untersuchung der Proben

An einem Nasschemieautomaten (Cobas Mira Plus CC Autoanalyzer, Roche Diagnostics,
Schweiz) wurden die Serumproben auf ihren Gehalt an NEFA, BHB, TP, Alb, Calcium und
Phosphor untersucht. /nfra- und Inter Assay Coefficient of Variation (CV) betrugen 3,9 und 8,4
% (NEFA), 3,2 und 6,5 % (BHB), 1,8 und 2,2 % (TP), 0,5 und 1,1 % (Alb), 1,5 und 4,3 %
(Calcium) und 2,0 und 3,2 % (Phosphor).

Zur Bestimmung der Hp Konzentrationen wurden Serumaliquote an ein Fremdlabor versandt.
Dabei handelte es sich um LABOR 1 aus der in 3.1 beschriebenen Vorstudie. Es wurde erneut
ein Nasschemieautomat (Cobas 8.000 C 701 Autoanalyzer, Roche Diagnostics, Schweiz) zur
Analyse verwendet. Angaben zum Testverfahren sowie Prazision und Sensitivitat der Hp

Messung sind Tabelle 14 (3.1.5) zu entnehmen.

3.2.8 Statistische Auswertung

Die Datenerfassung und -sammlung erfolgte mit dem Programm Microsoft® Excel (Office
2013; Microsoft Deutschland Ltd., Miinchen, Deutschland). Die statistische Auswertung wurde
mit dem Programm IBM SPSS Statistics fur Windows (Version 26.0; SPSS Inc., Chicago,
llinois) vorgenommen.

Zunachst wurden alle Parameter grafisch (Histogramme, Q-Q-Plots) und mittels Ko/lmogorov-
Smirnov Tests mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors auf Normalverteilung tberprift (BUHL
2014).

AnschlieBend wurden von jedem Parameter die absoluten und relativen Haufigkeiten der
einzelnen Merkmalsauspragungen, die Maxima und Minima sowie die Mittelwerte, die

Standardabweichung und alle Quartile bestimmt. Deskriptiv wurden alle Werteauspragungen
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zwischen den Betrieben, den Laktationsgruppen und dem jeweiligen Beobachtungszeitpunkt

(Tag in Milch / MLP Nummer) verglichen.

3.2.8.1 Initiale Verteilung zwischen den Behandlungsgruppen

Um die initiale Verteilung von wesentlichen Eigenschaften der Tiere zwischen den
Behandlungsgruppen unter Berlicksichtigung der hierarchischen Datenstruktur (Kuh als
Individuum innerhalb eines Betriebes) zu prifen, wurde ein verallgemeinertes gemischtes
lineares Modell (engl.: Generalized Linear Mixed Model, GENLINMIXED Modell) fur
kontinuierliche Variablen, ein multinomiales logistisches Regressionsmodell fir ordinal
skalierte Variablen und ein bindres logistisches Reressionsmodell fir dichotome Variablen
angefertigt (BUHL 2014, DOHOO et al. 2014). Die entsprechenden zu priiffenden Parameter
wurden als Zielvariablen, die Behandlungsgruppe, Laktationsgruppe und deren Interaktion als
feste Einflussfaktoren in das Modell eingeschlossen (Laktationsgruppe wurde aus der
Faktorenliste fur die Zielvariable Laktationszahl entfernt). Das Modell berticksichtigte die Kuh

als experimentelle Einheit und den Betrieb als zufalligen Einflussfaktor.

3.2.8.2 Anzahl der Tiere mit unterstiitzender Therapie

Die Anzahl jener Tiere, die im Verlauf des Beobachtungszeitraumes (hier: bis Tag 15 p.p.) eine
unterstitzende Behandlung erhalten hatten (NSAID oder AB), wurde zwischen den

Behandlungsgruppen mit Hilfe einer Kreuztabelle und einem Chi-Quadrat-Test verglichen.

3.2.8.3 Effekte der Behandlung auf kontinuierlich skalierte Parameter

Der Effekt der Behandlung auf die Dynamik bzw. Konzentrationen der kontinuierlich skalierten
Parameter (Hp, NEFA, BHB, TP, Alb, Ca, P, BCS Verlust (Tag 2 — Tag 15 p.p.), RKT,
Milchleistung, Milchfett, Milcheiweil3, Milchharnstoff und Zellzahl (ZZ)) wurde mittels
GENLINMIXED Modellen (s. 3.2.8.1) untersucht, in welchen der jeweilige Parameter als
ZielgroRe definiert wurde.

Die Milchleistung der ersten 8 MLP nach der Kalbung wurde sowohl als Milchmenge in
Kilogramm als auch umgerechnet in energiekorrigierte Milch (engl.: Energy-Corrected Milk
(ECM)) nach der Formel: ECM = Milch [kg] * ((0.38 * Milchfett [%]) + (0.21 * Milcheiweil} [%])
+ 1.05) / 3.28 untersucht.

Die Zellzahl (ZZ) der ersten 8 MLP wurde sowohl als ZZ in Zellen/ml Milch in die Modelle
einbezogen als auch logarithmisch transformiert in eine lineare Skala (engl.: Linear Score
(LinS)) nach der Formel: LinS =1In (ZZ/100) / In (2)) + 3 (ALl und SHOOK 1980).

Die kumulierten und vom Herdenmanagementprogramm errechneten 100- und 305 Tage
Leistungen wurden als Milchmenge in Kilogramm als Zielvariablen in die Modelle

eingeschlossen.
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Der Betrieb wurde bei allen Modellen als Zufallseffekt betrachtet, feste Faktoren waren die
Laktationszahl (gruppiert nach 1. und = 2. Laktation), die Behandlungsgruppe (PL bzw. FTD)
sowie der Messzeitpunkt (Untersuchungs- bzw. Beprobungstag bzw. MLP Nummer) (der
letztgenannte Faktor entfiel fir die Berechnung der 100- und 305 Tage Leistung). Fir die
Messwiederholung wurde eine autoregressive Kovarianzstruktur erster Ordnung festgelegt.
Die festen Faktoren wurden auch auf mogliche Interaktionen getestet. Im Falle eines
signifikanten Einflusses der Laktationsgruppe und/oder einer signifikanten Interaktion von
Laktationsgruppe und Behandlungsgruppe wurden separate Modelle fur Erst- oder
Mehrkalbskihe gerechnet. In die separaten Modelle der Milchleistungsparameter fur Erst-
bzw. Mehrkalbskiihe wurden das Erstkalbealter bzw. die 305 Tage Leistung der vorherigen
Laktation als Kovariate eingeschlossen. Wenn eine signifikante Interaktion der
Behandlungsgruppe mit dem Messzeitpunkt ,Tag 2 vorlag, wurde Tag 2 als Kovariate in das
Modell aufgenommen. Mittels schrittweiser Rickwartsselektion wurden anschlieRend jene
Einflussfaktoren fir das finale Modell selektiert, welche einen signifikanten Einfluss auf die
Zielvariable hatten. Im Verlauf der Modellbildung wurden alle Variablen mittels grafischer
Darstellung (Histogramme, Q-Q-Diagramme und Streudiagramme) sowie Kolmogorov-
Smirnov-Tests auf Normalverteilung und Homoskedastizitat ihrer Residuen Uberprift. Waren
die Residuen nicht normalverteilt oder zeigten diese Heteroskedastizitadt, wurde die
entsprechende Variable testweise logarithmisch transformiert und das Modell erneut
gerechnet. Das Akaike-Informationskriterium wurde anschlielend genutzt, um die
Modellanpassung einzuschatzen (BUHL 2014). Bewirkte die Transformation keine
Verbesserung der Anpassung, wurde das Modell mit der urspriinglichen, nativen Variable
fortgeflhrt.

Als Ergebnis des GENLINMIXED Modells erhalt man Mittelwerte der jeweiligen Zielvariable fir
beide Behandlungsgruppen als geschatzte Randmittel des Modells (engl.: Least Squares

Mean, LSM) und die dazugehérigen Standardfehler (SF) dieser Mittelwerte.

3.2.8.4 Effekte der Behandlung auf ordinal skalierte Parameter

Zu den primar ordinal skalierten Variablen zahlen der MC Score, die UK, die PF, der LS sowie
Haltung und Verhalten.

Die absolute und prozentuale Verteilung der ordinal skalierten Parameter an den einzelnen
Untersuchungstagen wurde in Kreuztabellen zwischen der PL und FTD Gruppe verglichen und
mittels Chi-Quadrat-Test auf signifikante Unterschiede hin untersucht.

Zudem wurde der Einfluss der Behandlung auf diese Parameter unter Berlicksichtigung der
Laktationsgruppe, des Betriebseinflusses und des Ausgangswertes an Tag 2 (als Kovariate)
mittels ordinaler Regressionsanalyse ermittelt. Als Ergebnis letzterer erhdlt man die Odds
Ratio (OR) (Exponent des Regressionskoeffizienten), welche die Chance bzw. das Risiko fur

eine betrachtete Gruppe (z.B. FTD Gruppe) im Vergleich zur Referenzkategorie (z.B. PL
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Gruppe) ausdrickt, einer héheren Scoringkategorie anzugehoéren. Dabei beschreibt die OR
den Effekt einer Veranderung um eine Einheit in der erklarenden Variable auf die Zielvariable
(hier: die Veranderung von keiner Behandlung (PL Gruppe = 0) zu einer einmaligen
Behandlung (FTD Gruppe = 1) mit FLUN) (DOHOO et al. 2014).

3.2.8.5 Effekte der Behandlung auf binar skalierte Parameter

Die klinischen Parameter Schwanzhaltung und Ruckenposition wurden initial als binar
skalierte Variablen erfasst (Schwanzhaltung: 0 = Schwanz nicht abgestellt, 1 = Schwanz
abgestellt; Ruckenposition: 0 = Rickenlinie gerade, 1 = Ricken gekrimmt).

Um den Effekt der Behandlung auf den Erstbesamungserfolg (EBE) zu untersuchen, wurde
diese Variable wie folgt dichotomisiert: 0 = keine Konzeption bei der ersten Besamung, 1 =
Konzeptionserfolg bei Erstbesamung.

Die absolute und prozentuale Verteilung der binar skalierten klinischen Parameter
(Ruckenposition und Schwanzhaltung) an den einzelnen Untersuchungstagen wurde in
Kreuztabellen zwischen der PL und FTD Gruppe verglichen und mittels Chi-Quadrat-Test auf
signifikante Unterschiede hin untersucht.

Bei allen binar skalierten Variablen wurde auRerdem ein GENLINMIXED Modell (hier: binares
logistisches Regressionsmodell) mit den festen Einflussfaktoren Laktationsgruppe und
Behandlungsgruppe sowie Betrieb als zufalligem Faktor und dem Untersuchungstag als
Messwiederholung gerechnet (s. 3.2.8.1). Dabei wurden die Werte der Parameter
Ruckenposition und Schwanzhaltung an Tag 2 p.p. als Kovariate in das jeweilige Modell
aufgenommen und Tag 2 folglich aus der Zeitvariable entfernt. Fir die Variable EBE wurde
die Gustzeit als Kovariate in das Modell aufgenommen.

Bei den binar skalierten Variablen in der vorliegenden Studie handelt es sich um Ereignisse,
die eintreten kdnnen, oder nicht. Das binare logistische Regressionsmodell berechnet daher
die Wahrscheinlichkeit des Eintreffens des jeweiligen Ereignisses in Abhangigkeit von den
Werten der unabhangigen Einflussvariablen (BUHL 2014). Auch hier wird die OR als Exponent

des Regressionskoeffizienten ausgegeben.

3.2.8.6 Effekte der Behandlung auf das Abgangsrisiko und die Chance auf
Trachtigkeit

Zur Beurteilung des Behandlungseffektes auf das Abgangsrisiko in der Friihlaktation (Anteil
an Kihen in der Placebo- bzw. Behandlungsgruppe, die innerhalb der ersten 60 Tage in Milch
verendet oder geschlachtet wurden) sowie die Gulstzeit bzw. die Chance auf Trachtigkeit
innerhalb von 200 Tagen in Milch wurde jeweils eine Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt.

Dabei wurde als Zielvariable die Dauer (Tage in Milch) bis zum jeweiligen Ereignis (Abgang
bzw. Konzeptionserfolg) innerhalb eines vorgegebenen Zeitfensters (60 bzw. 200 Tage in

Milch) mit Hilfe einer Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse fiir beide Behandlungsgruppen
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ermittelt (BUHL 2014). Ein Cox Proportional Hazard Modell diente anschlieRend der
Untersuchung des Effektes mehrerer EinflussgroRen auf die jeweilige Zielvariable (Ereignis)
(BUHL 2014). Das Cox Proportional Hazard Modell lieferte hier eine Schatzung des
Behandlungseffektes auf das Risiko flr das Eintreten des Ereignisses (d.h. fur den Abgang
aus der Herde bzw. die erfolgreiche Konzeption) unter Berlcksichtigung der festen
Einflussfaktoren Betrieb und Laktationsgruppe. Im Modell wurden der Betrieb als zufalliger
Faktor und cluster-spezifische Korrelationen zwischen Kihen als Individuen innerhalb eines
Betriebes berlcksichtigt (DOHOO et al. 2014). In das Modell fur Gustzeit wurde auch die
Rastzeit als fester Einflussfaktor einbezogen. Kihe, die innerhalb des jeweiligen
Beobachtungszeitraumes zur Zucht verkauft wurden, schieden aus beiden Modellen aus
(,zensiert*). Aulerdem wurden Kiihe aus der Uberlebenszeitanalyse fir das Ereignis Gistzeit
zensiert, die innerhalb von 200 Tagen in Milch verendet oder der Schlachtung zugefihrt
worden sind. Das Cox Proportional Hazard Modell unterstellt grundsatzlich vergleichbare
Chancen fur die Individuen zweier Behandlungsgruppen, in dem untersuchten Zeitfenster ein
bestimmtes Ereignis zu erreichen. Diese Annahme wird grafisch durch Gegenulberstellung des
-In (-In(Uberleben)) gegen den In (Uberlebenszeit) Uberprift. Bei annéhernd parallelen Linien
der Uberlebenszeitkurven wird die Annahme bestétigt. Weiterhin basiert das Modell auf der
Annahme, dass das Risiko fUr ein Individuum, ein Ereignis zu erreichen, das Produkt aus
einem grundlegenden Risiko und einer Exponentialfunktion einer Reihe von erklarenden
Variablen ist (DOHOO et al. 2014). Als Exponent des Modellkoeffizienten wird die Hazard
Ratio (HR) ausgegeben, welche, ahnlich der OR, den Effekt einer Veranderung um eine
Einheit in der erklarenden Variable auf die Zielvariable ausdruckt und die Chance bzw. das

Risiko fir die betrachtete Gruppe beschreibt, das Ereignis zu erreichen (DOHOO et al. 2014).

Grundsatzlich gelten Effekte als signifikant, wenn p < 0,05. Signifikanzwerte von p = 0,05 - p

= 0,10 gelten als statistische Tendenz.
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4. Ergebnisse
4.1 Ergebnisse Vorstudie

4.1.1 Deskriptive Statistik

4.1.1.1 Tiere, Betriebe und klinische Parameter

Tabelle 23 bietet eine Ubersicht ber den Stichprobenumfang und die Verteilung der

erhobenen Parameter.

Tabelle 23: Deskriptive Statistik der in der Vorstudie erhobenen Parameter

Betrieb Kiihe ML (X) N Lakt. Tag RKT MC PF VL
1 1.076  9.311 10 X 2,9 41 38,2 1,7 1,9 1,0
Min 1 2 37,8 1 1 0
Max 5 7 39,6 3 3 2
2 1.187 11982 10 X 2,4 48 38,2 0,4 1,7 09
Min 1 4 37,6 0 1 0
Max 3 7 38,6 2 2 2
3 1.599 10.419 9 X 2,2 48 38,6 1,2 1,9 07
Min 1 3 38,2 0 1 0
Max 5 7 39,0 3 2
4 1.097 11.281 10 X 2,2 35 389 0,6 1,8 07
Min 1 1 38,5 0 1 0
Max 3 7 39,4 2 3 2
5 1.074 10.381 10 X 2,5 39 385 1,2 22 1.2
Min 1 1 38,3 0 2 0
Max 5 8 38,8 3 3 2
6 1.224 10436 10 X 2,6 43 388 1,9 22 08
Min 1 1 38,2 0 1 0
Max 5 7 39,8 3 2
7 1.457 11128 10 X 2,6 49 389 0,9 22 13
Min 1 1 38,5 0 2 0
Max 5 8 39,4 2 3 2
8 1.659 11210 10 X 2,1 3,3 38,7 1,4 21 1,5
Min 1 1 38,4 0 2 0
Max 5 5 38,9 3 3 2
9 2.052 7.432 10 X 2,8 36 389 21 21 0,8
Min 2 0 38,5 0 2 0
Max 5 6 39,3 3 3 2
10 2.638 9.931 10 X 1,6 3,7 38,6 1,2 23 13
Min 1 1 38,4 0 2 1
Max 3 7 39,3 3 3 2
X 1.506 10.351 2,4 4.1 38,6 1,3 2,0 1,0
SD 509 1.276 1,2 2,0 0,4 1,1 05 0,7

ML (X) = mittlere jahrliche Milchleistung des Betriebs, Lakt. = Laktationszahl, RKT = rektale Képertemperatur, MC
= Metricheck Score, PF = Pansenflillung, VL = Score der Vulvlasion. N = 100

Die Betriebsgrofe variierte von einer Gesamttierzahl von 1.074 bis hin zu 2.638 Kihen (Mittel:
1.506 Kuhe). Die mittlere jahrliche Milchleistung betrug zum Zeitpunkt der Untersuchung
zwischen 7.432 und 11.982 kg (Mittel: 10.351 kg). Es wurden insgesamt 99 Kiihe von der
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ersten bis zur flinften Laktation zu Untersuchung vorgestellt (Mittelwert: 2,4). Dabei befanden
sich 83,3 Prozent der Kihe innerhalb der ersten drei Laktationen. Bei 23 Kihen handelte es
sich um Erstkalbinnen, 76 Kiihe gehdrten der zweiten oder einer hdheren Laktationszahl an.
Alle Kiihe wurden im Zeitraum von 0 — 8 Tagen p.p. (Mittel: 4,1) in die Studie eingeschlossen.
Dabei wurden Kiihe, die innerhalb weniger Stunden vor der Probennahme gekalbt hatten, als
0 Tage in Milch eingestuft. Erst, wenn die Kalbung am Vortag stattgefunden hatte, handelte es
sich um Tag 1 in Milch. Die Mehrzahl der Kuihe (60 %) wurde im Zeitraum von 2 — 5 Tagen
p.p. untersucht und beprobt. Mit insgesamt 65,7 % wies die Mehrzahl der untersuchten Kiihe
geringgradig (21,2 %), mittelgradig (28,3 %) oder hochgradig (16,2 %) eitrigen Vaginalausfluss
auf (MC Score im Mittel: 1,3). Bei 45,5 % der Kihe konnten kleine Lasionen an der
Vulvaschleimhaut gefunden werden (Score 1), 28,3 % wiesen groliere Lasionen von > 2 cm
Durchmesser (Score 2) auf (Vulvalasionsscore im Mittel: 1,0). Die PF lag bei der Mehrzahl der
Tiere (73 %) bei Grad 2 (Mittel: 2,0).

4.1.1.2 Akute Phase Proteine in Serumeinzel- und -poolproben

Tabelle 24 zeigt die deskriptive Statistik der ermittelten Konzentrationen der Proteine Hp, SAA,
CRP, Cp, Alb und TP aus Serumeinzel- und —poolproben. Informationen zur Normalverteilung
der APP finden sich im Anhang (Tabelle 38).

Die mittlere Hp Konzentration im Serum aller 99 Einzelproben betragt laut der Messung des
Nasschemieautomaten (NC) 0,68 g/l, laut der Messung mittels ELISA 0,41 g/l, dabei verhalten
sich die Standardabweichungen mit 0,43 g/l bzw. 0,36 g/l fir beide Methoden ahnlich.

Die Hp Konzentrationen, welche mittels ELISA gemessen wurden, sind im Mittel um 0,27 g/l
und somit um 40 % niedriger als die mittels NC gemessenen Konzentrationen.

In den Poolproben liegt die mittlere Hp Konzentration der zehn Betriebe bei 0,74 g/l (NC) bzw.
0,47 g/l (ELISA). Hier liegen die Werte des ELISA-Testkits um 37 % niedriger, die
Standardabweichung ist bei beiden Messmethoden mit 0,25 g/l bzw. 0,26 g/l annahernd gleich.
Die mittlere SAA-Konzentration aus Einzel- und Poolproben betragt 43,0 £ 34,3 ug/ml bzw.
44,3 £ 26,9 ug/ml. Das CRP weist mittlere Serumkonzentrationen von 61,0 £ 23,4 ug/ml in
Einzel- und 74,9 + 24,1 pg/ml in Poolproben auf. Bei Alb findet sich eine mittlere
Serumkonzentration von 34,5 + 2,6 g/l in Einzel- und 34,3 £ 1,2 g/l in Poolproben. Die mittlere
TP Konzentration aus Einzel- und Poolproben betragt 73,2 + 5,8 g/l bzw. 71,6 g/l.
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Tabelle 24: Deskriptive Statistik der in Serumeinzel- und -poolproben ermittelten Konzentrationen der Akute

Phase Proteine

Betrieb Hp Hp SAA  CRP Cp Alb TP
(NC) (ELISA) (ELISA) (ELISA) (NC) (NC) (NC)

[g/l] (9]  [ug/ml] [pg/ml] [mg/l] [g/]  [g/l]

1 PP 0,51 0,42 38,3 57,7 1211 327 718
X (EP) 0,53 0,31 34,6 63,7 1253 326 734
s 0,27 0,24 32,9 20,7 225 24 6,1
2 PP 0,36 0,17 40,4 100,0 103,0 34,3 71,0
X (EP) 0,38 0,21 39,7 66,4 104,3 346 753
s 0,12 0,15 242 18,2 19,6 2.9 45
3 PP 0,57 0,33 37,0 734 1136 359 715
X (EP) 0,57 0,24 52.8 544 1138 359 72,1
s 0,43 0,22 414 20,2 24,7 23 4.4
4 PP 0,74 0,28 86,9 422 1143 359 70,8
X (EP) 0,63 0,34 49,1 56,0 1154 359 715
s 0,29 0,16 28,5 26,1 234 26 6,7
5 PP 0,90 0,55 44,6 100,0 1057 346 762
X (EP) 0,80 0,38 39,9 64,0 1049 351 774
s 0,51 0,24 40,3 225 18,0 22 7.9
6 PP 1,10 0,55 94,0 100,0 105,7 32,6 678
X (EP) 0,99 0,54 13,7 788 1116 341 73,0
s 0,47 0,22 16,6 23,3 13,0 25 4,0
7 PP 0,45 0,19 30,9 63,6 93,3 349 692
X (EP) 0,44 0,18 30,5 61,4 921 352 70,8
s 0,39 0,24 28,8 28,3 15,9 1,5 3,8
8 PP 0,76 0,54 39,6 77,7  107,9 345 694
X (EP) 0,72 0,44 48,5 63,1 109,0 344 70,0
s 0,39 0,27 24.8 23,0 16,3 24 3,5
9 PP 1,06 0,99 26,8 96,6 1083 327 773
X (EP) 0,91 0,82 23.3 56,0 111,6 32,7 774
s 0,49 0,60 12,3 21,6 18,2 3,1 6,9
10 PP 0,95 0,72 41,0 379 1211 346 71,1
X (EP) 0,86 0,61 28,2 452 1178 343 711
s 0,49 0,49 24.6 22,6 23,1 27 4,6

Gesamt X (PP) 0,74 0,47 443 74,9 109,4 34,3 71,6
s(PP) 0,26 0,25 26,9 24,1 8,5 1,2 3,0
X (EP) 0,68 0,41 43,0 61,0 110,5 34,5 73,2
s (EP) 0,43 0,36 34,3 23,4 20,7 2,6 5,8
K.-W. Jo) 0,004 0,004 0,008 0,155 0,080 0,057 0,035
Hp = Haptoglobin, SAA = Serum Amyloid A, CRP = C-reaktives Protein, Cp = Coeruloplasmin, Alb = Albumin, TP
= Totalprotein X = Mittelwert, s = Standardabweichung, Min = niedrigster Wert, Max = hdéchster Wert, PP =

Poolproben, EP = Einzelproben, NC = Nasschemieautomat, ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay, K.-
W. = Kruskal-Wallis Test, p = Signifikanzwert. N = 99
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4.1.1.3 Akute Phase Proteine in unterschiedlichen Probenmaterialien

Die aus Serum-, EDTA-Plasma- bzw. Heparinplasma-Poolproben bestimmten
Konzentrationen der APP sind in Tabelle 25 zu finden.

Die Konzentration von Hp, welches mittels NC bestimmt wurde, betragt 0,74 + 0,26 g/l in
Serum, 1,72 + 0,63 g/l in EDTA-Plasma und 1,85 £ 0,59 g/l in Heparinplasma. Die mittels
ELISA bestimmte Hp Konzentration betragt 0,47 £ 0,25 g/l in Serum, 0,39 + 0,21 g/l in EDTA-
Plasma und 0,43 + 0,08 g/l in Heparinplasma. SAA weist Konzentrationen von 44,3 + 26,9
pg/ml, 49,4 + 40,1 pg/ml und 40,8 + 32,8 ug/ml in Serum, EDTA-Plasma und Heparinplasma
auf. Beim CRP werden Konzentrationen von 74,9 + 24,1 ug/ml, 76,3 + 14,6 pg/ml und 61,1
21,0 pyg/ml in den drei Medien beobachtet. Die jeweilige Alb Konzentration betragt 34,3 + 1,3
g/l, 35,6 + 1,1 g/l bzw. 35,3 + 1,6 g/l. TP weist Konzentrationen von 73,2 + 5,8 g/, 76,2 + 5,9
g/lund 77,6 + 6,4 g/l auf.

Tabelle 25: Mittlere Konzentrationen der Akute Phase Proteine aus Serum-, Heparinplasma- und EDTA-

Plasma-Poolproben

Material Akute Phase Protein (und Messmethode)
Hp Hp SAA CRP Cp Alb TP
(NC) (ELISA) (ELISA) (ELISA) (NC) (NC) (NC)
[a/] [a/1] [wg/ml]  [pg/ml]  [mg/l]  [g/l] [a/l]

Serum X 0,742 0,47 44,3 74,9 109,48 34,3 73,22
s 0,26 0,25 26,9 24,1 8,5 1,3 5,8
Min 0,36 0,17 4,0 38,0 93,3 32,6 56,7
Max 1,10 0,99 94,0 100,0 1211 35,9 93,4
EDP X 1,72 0,39 49,4 76,3 83,7° 35,6 76,2°
s 0,63 0,21 40,1 14,6 53 1,1 59
Min 0,66 0,05 10,4 53,0 741 33,8 59,9
Max 2,53 0,70 141,1 100,0 91,4 37,6 91,9
HP X 1,85P 0,43 40,8 61,1 151,8° 353 77,6°
s 0,59 0,08 32,8 21,0 18,2 1,6 6,4
Min 0,81 0,12 12,7 34,2 110,9 31,6 62,0
Max 2,63 0,71 129,6 100,0 178,2 37,1 96,6
K.-W. P 0,001 0,827 0,762 0,264 <0,001 0,066 0,029

a.b. ¢ = gjgnifikant unterschiedliche Konzentrationen der Akute Phase Proteine in den verschiedenen Medien. Hp =
Haptoglobin, SAA = Serum Amyloid A, CRP = C-reaktives Protein, Cp = Coeruloplasmin, Alb = Albumin, TP =
Totalprotein, S = Serum, EDP = EDTA-Plasma, HP = Heparinplasma, X = Mittelwert, s = Standardabweichung, Min
= Niedrigster Wert, Max = hdchster Wert, K.-W. = Kruskal-Wallis Test, p = Signifikanzwert. N = 10 (je Medium)

4.1.2 Vergleich der Betriebe

Anhand der Serumkonzentrationen der APP wurden Rangfolgen der zehn Betriebe erstellt.
Signifikante Differenzen zwischen den Betrieben lieRen sich mit Hilfe eines Kruskal-Wallis
Tests bei Betrachtung der mittleren Hp-, SAA- und TP Konzentrationen feststellen (p = 0,004
bzw. p = 0,008 bzw. p = 0,035) (Tabelle 24, Abbildung 8 A - F).

Die in den Abbildungen markierten Referenzgrenzen fir klinisch gesunde Kihe p.p. wurden
mit Hilfe aktueller Literatur definiert (s. 2.5.2.2.2).
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Insgesamt ergibt sich beim Vergleich der Rangfolge der nach aufsteigender Statistik sortierten
Betriebe ein sehr heterogenes Bild. Es fallt zunachst auf, dass die Kiihe von Betrieb Nr. 6
sowohl bei Hp und SAA als auch beim CRP die héchsten mittleren Serumkonzentrationen
aufweisen. Zugleich liefern die Konzentrationen dieser drei APP sogar kontrare Aussagen zu
den Betrieben Nr. 9 und 10, welche die zweit- und dritth6chsten mittleren Hp Konzentrationen
aufweisen, jedoch zu den Betrieben mit den niedrigsten SAA und CRP Konzentrationen
zahlen. Die bei Alb etablierte Rangfolge hingegen ist zu Beginn nahezu reziprok zu der durch
Hp gebildeten Rangfolge: hier weisen die Betriebe Nr. 6, 9 und 10 niedrige Konzentrationen
auf. Betrieb Nr. 1 zeigt allerdings die niedrigste Serum Alb Konzentration und weist gleichzeitig
die drittniedrigste Hp Konzentration auf. In Anbetracht der Referenzgrenzen fir klinisch
gesunde Kihe im Beprobungszeitraum (0 — 8 Tage p.p.) wird deutlich, dass die Halfte der
Betriebe die Referenzgrenze flir Hp Gberschreitet. Im Falle von SAA liegt lediglich Betrieb Nr.
6 im Mittel Gber der Referenzgrenze. Alle Betriebe Uiberschreiten im Mittel die Referenzgrenze
von CRP, wahrend kein Betrieb annahernd die Referenzgrenze von Cp erreicht. Bei Alb und

TP liegen alle Betriebe im Referenzbereich.
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Abbildung 8: Boxplots der Serumkonzentrationen von Haptoglobin (A), Serum Amyloid A (B), C-reaktivem Protein (C),
Coeruloplasmin (D), Albumin (E) und Totalprotein (F) von Kiihen 0 — 8 Tage p.p. auf 10 verschiedenen Betrieben, Betriebe
jeweils nach Proteinkonzentration aufsteigend sortiert. Gestrichtelte Linien: Referenzgrenzen, s. Tabelle 7 (obere
Referenzgrenzen fiir Haptoglobin, Serum-Amyloid-A, C-reaktives Protein (CRP) und Coeruloplasmin; obere und untere

Referenzgrenzen bei Albumin und Totalprotein)
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4.1.3 Beziehungen zwischen Serumeinzel- und —poolproben

Tabelle 26 zeigt die mittels Korrelation nach Pearson bestimmten Beziehungen der mittleren
Serumkonzentrationen der APP aus Einzelproben zu der Konzentration aus Poolproben der
zehn Betriebe.

Es wird deutlich, dass die Nasschemieautomaten sehr enge Korrelationen zwischen den
Mittelwerten der Einzelproben und den Werten aus Poolproben aufweisen (Hp: r = 0,99, p <
0,001 (Abbildung 9); Cp: r = 0,95, p < 0,001; Alb: r = 0,91, p < 0,001; TP: r = 0,81, p = 0,004).
Die ELISA bzw. EIA Testkits flir SAA bzw. CRP zeigen vergleichsweise schwachere, aber
dennoch akzeptable Korrelationen (SAA: r = 0,76, p = 0,011; CRP: r = 0,65, p = 0,041). Der
Hp ELISA sticht mit einer besonders engen Korrelation zwischen Einzel- und Poolproben aus

der Gruppe der antikorperbasierten Tests hervor (r = 0,96, p < 0,001; Abbildung 10).

Tabelle 26: Korrelationen der mittleren Konzentrationen der Akute Phase Proteine aus Serumeinzelproben

zu den gemessenen Konzentrationen in Serumpoolproben der zehn Betriebe

Korrelationen aus Serum N rp Po
Hp MW EP — Hp PP (NC) 10 0,99 < 0,001
Hp MW EP — Hp PP (ELISA) 10 0,96 < 0,001
SAA MW EP — SAA PP (ELISA) 10 0,76 0,011
CRP MW EP — CRP PP (EIA) 10 0,65 0,041
Cp MW EP — Cp PP (NC) 10 0,95 < 0,001
Alb MW EP - Alb PP (NC) 10 0,91 < 0,001
TP MW EP — TP PP (NC) 10 0,81 0,004

Hp = Haptoglobin, SAA = Serum-Amyloid-A, CRP = C-reaktives Protein, Cp = Coeruloplasmin, Alb = Albumin, TP
= Totalprotein, MW = Mittelwert, EP = Einzelproben, PP = Poolprobe, NC = Nasschemie, ELISA = Enzyme-linked
immunosorbent assay, N = Stichprobenumfang, rp, = Korrelationskoeffizient nach Pearson, pp = Signifikanzwert der
Korrelation nach Pearson

1,00 o

,90

,70

60 R Linear = 0,084

[ ) p<0,001;r=099
50 -

Hp (NC) (g/l) MW EP

40 yd

30 ,20 40 ,60 ,80 1,00 1,20

Hp (NC) (g/l) PP
Abbildung 9: Streudiagramm zur Darstellung der Beziehung zwischen den Haptoglobinkonzentrationen
aus Serumeinzelproben und Serumpoolproben gemessen von einem Nasschemieautomaten. Hp =
Haptoglobin, NC = Nasschemie, PP = Poolproben, MW = Mittelwert, EP = Einzelproben
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Abbildung 10: Streudiagramm zur Darstellung der Beziehung zwischen den Haptoglobinkonzentrationen
aus Serumeinzelproben und Serumpoolproben gemessen von einem ELISA-Testkit. Hp = Haptoglobin,
ELISA = Enzyme linked Inmunosorbent Assay, PP = Poolproben, MW = Mittelwert, EP = Einzelproben

4.1.4 Beziehungen zum Metricheck Score und der Korpertemperatur

Von allen untersuchten APP korrelieren nur die Hp und Alb Konzentrationen signifikant mit den
Ergebnissen des MC Scorings und nur die Hp und TP Konzentrationen korrelieren signifikant
mit der RKT. Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 27 zu finden. Abbildung 11 und
Abbildung 12 zeigen die Beziehungen von Hp und Alb mit den Ergebnissen des MC Scorings,
Abbildung 13 verdeutlicht die Zusammenhange der Hp Konzentrationen in Serumeinzelproben

mit der RKT der Einzeltiere.

Tabelle 27: Korrelationen der Akute Phase Proteine mit den Ergebnissen des Metricheck Scorings und der

rektalen Korpertemperatur

APP N RKT (°C) MC Score
Mo Pe I's Ps

Hp (NC) 99 0,45* <0,001 0,48* <0,001
Hp (ELISA) 99 0.44* <0.001 0.42* <0.001
SAA 99 0,18 0,08 0,12 0,26
CRP 99 -0,11 0,26 0,11 0,30
Cp 99 -0,14 0,16 0,15 0,13
Alb 99 -0,06 0,53 -0,40* <0,001
TP 99 -0,26* 0,009 0,02 0,84

APP = Akute Phase Protein, Hp = Haptoglobin, SAA = Serum Amyloid A, CRP = C-reaktives Protein, Cp
Coeruloplasmin, Alb = Albumin, TP = Totalprotein. RKT = Rektale Korpertemperatur, MC = Metricheck, N
Stichprobenumfang, rp = Korrelationskoeffizient nach Pearson, pp = Signifikanzwert der Korrelation nach Pearson,
ps = Signifikanzwert der Korrelation nach Spearman, *signifikante Korrelation
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Abbildung 11: Boxplot zur Beschreibung der Beziehung zwischen der Serum Haptoglobinkonzentration

und dem Ergebnis des Metricheck Scorings. NC = Nasschmie, 2*° = signifikante Unterschiede
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Abbildung 12: Boxplot zur Beschreibung der Beziehung zwischen der Serum Albuminkonzentration und

dem Ergebnis des Metricheck Scorings. NC = Nasschemie, 2°¢ = signifikante Unterschiede
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Abbildung 13: Streudiagramm zur Darstellung der Beziehung zwischen den Haptoglobinkonzentrationen

aus Serumeinzelproben mit der rektalen Kérpertemperatur der Einzeltiere. NC = Nasschemie

Aufgrund der im Vergleich besonders engen Beziehungen von Hp zu den
Gesundheitsparametern steht dieses APP in den folgenden Ausfuhrungen (Vergleiche von

Probenmaterialien und Bestimmungsmethoden) im Fokus.
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4.1.5 Vergleich Serum, EDTA-Plasma und Lithium-Heparinplasma

Signifikante Unterschiede zwischen den Probenmaterialien kdnnen im Falle von Hp, Cp und
TP berichtet werden (Tabelle 25). Dabei unterscheidet sich die Hp Konzentration signifikant
zwischen Serum und den beiden Plasmaarten (p < 0,001), zwischen welchen sich hingegen
kein signifikanter Unterschied feststellen lasst (p = 0,057). Die Bland-Altman Diagramme
(Abbildungen 14 — 16) stellen die Beziehungen der Hp Konzentrationen in den drei
verschiedenen Probenmaterialien im paarweisen Vergleich dar. Es wird deutlich, dass eine
Abhangigkeit der Differenz zwischen Serum und Plasma vom jeweiligen Wertebereich der
Messung besteht: die mittlere Differenz zwischen der Hp Konzentration im Serum zu der im
Plasma steigt jeweils mit groRer werdenden Mittelwerten (Abbildung 15 und Abbildung 16).
Zwischen den beiden Plasmaarten hingegen besteht eine systematische Abweichung
(Abbildung 16).
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Abbildung 14: Bland-Altman Diagramm zur lllustration der Beziehung der Haptoglobinkonzentration,
gemessen von einem Nasschemieautomaten in Serum bzw. EDTA-Plasma. Hp = Haptoglobin, EDTA-P =
EDTA-Plasma, S = Serum, Diff. = Differenz, MW = Mittelwert, s = Standardabweichung
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Abbildung 15: Bland-Altman Diagramm zur lllustration der Beziehung der Haptoglobinkonzentration,
gemessen von einem Nasschemieautomaten in Serum bzw. Heparinplasma. Hp = Haptoglobin, HP =

Heparinplasma, S = Serum, Diff. = Differenz, MW = Mittelwert, s = Standardabweichung
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Abbildung 16: Bland-Altman Diagramm zur lllustration der Beziehung der Haptoglobinkonzentration,
gemessen von einem Nasschemieautomaten in EDTA-Plasma bzw. Heparinplasma. Hp = Haptoglobin, HP
= Heparinplasma, EDTA-P = EDTA-Plasma, Diff. = Differenz, MW = Mittelwert, s = Standardabweichung
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4.1.6 Vergleich der Nasschemieautomaten mit den ELISA-Testkits

Haptoglobin wurde sowohl an einem Nasschemieautomaten als auch mit einem
kommerziellen ELISA-Testkit analysiert. Die Ergebnisse der beiden Methoden korrelieren eng
miteinander (r = 0,855, p < 0,001; Abbildung 17), jedoch liegen die Messwerte der
nasschemischen Methode aus Serumeinzelproben im Mittel 40 % hoher als die des ELISA-
Testkits (0,68 g/l vs. 0,41 g/l; s. 4.1.1.2: Tabelle 24).

2,0
— ¢ -.
=
D15
<
2 2 ®
o 10 . R: Linear = 0,731
o . T . w2 ° . y=-008+0,71*x
I L] " . Ly
5 i e ' r=0,855
g p < 0,001
e
0 _—emb
,0 5 1,0 1,5 2,0
Hp (NC) (a/1)
Abbildung 17: Streudiagramm zur lllustration der Beziehung zwischen den Serum

Haptoglobinkonzentrationen ermittelt mit einem Nasschemieautomaten bzw. einem ELISA-Testkit. Hp =

Haptoglobin, NC = Nasschemie, ELISA = Enzyme Linked Imnmunosorbent Assay

4.1.6.1 Doppelbestimmungen

Mit Hilfe von verblindet durchgeflihrten Doppelbestimmungen aller APP aus
Serumeinzelproben wurden die Analysemethoden der verschiedenen Labore auf ihren
methodischen Fehler hin Gberprift.

Lasst man die erhaltenen Messergebnisse der doppelten Proben miteinander korrelieren, fallt
auf, dass die Ergebnisse der Nasschemieautomaten deutliche Ubereinstimmungen bei den
doppelten Proben zeigen, wahrend bei den Ergebnissen der enzymatischen Assays
Ungenauigkeiten zu finden sind. Tabelle 28 verdeutlicht die Unterschiede. Signifikante
Beziehungen (p < 0,001) zwischen den doppelt gemessenen Proben konnten nur bei den
Messungen mittels Nasschemieautomaten sowie bei dem von LABOR 2 angewandten Hp
ELISA-Testkit (B/IO-X-Diagnostics S.A., Rochefort, Belgien) gefunden werden. Die engste
Korrelation (R? = 0,996) bestand zwischen den Hp Konzentrationen der am Cobas 8.000 C
701 Autoanalyzer (Roche Diagnostics, Schweiz) doppelt gemessenen Proben. Diese
Beziehung wird in Abbildung 18 dargestellt. Zum Vergleich dazu zeigen die Abbildung 19 und
Abbildung 20 die Beziehungen der Doppelbestimmungen der mittels ELISA determinierten Hp

bzw. SAA Konzentrationen.

82



Ergebnisse

Tabelle 28: Vergleich der Beziehungen der doppelt gemessenen Proben (1 und 2) bei der Anwendung

verschiedener Analysemethoden (Nasschemieautomaten, ELISA, EIA)

Korrelationen aus Serum Methode r p R?
Hp1-Hp2 LAB 1 Nasschemie 0,998 <0,001 0,996
Hp1-Hp2 LAB 2 ELISA 0,965 <0,001 0,932

SAA1-SAA2 ELISA 0,759 0,011 0,576
CRP1-CRP2 EIA 0,652 0,041 0,425
Cp1-Cp2 Nasschemie 0,993 <0,001 0,987
Alb1-Alb2 Nasschemie 0,966 <0,001 0,933
TP1-TP2 Nasschemie 0,992 <0,001 0,984
Glob(calc)1-Glob(calc)2 Nasschemie 0,987 <0,001 0,974

Hp = Haptoglobin, LAB = Labor, SAA = Serum-Amyloid-A, CRP = C-reaktives Protein, Cp = Coeruloplasmin, Alb =
Albumin, TP = Totalprotein, Glob(calc) = kalkulierter Gehalt des Totalproteins an Globulinen, ELISA = Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, EIA = Enzyme Immunoassay, r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzwert, R? =
Bestimmtheitsmal}
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Abbildung 18: Streudiagramm zur Darstellung der Beziehung zwischen den Haptoglobinkonzentrationen
aus den doppelt gemessenen Proben (Hp1 (g/l) und Hp2 (g/l)) von insgesamt zehn Tieren. Messmethode:

Nasschemieautomat (NC)
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Abbildung 19: Streudiagramm zur Darstellung der Beziehung zwischen den Konzentrationen von

Haptoglobin aus den doppelt gemessenen Proben (Hp1 (g/l) und Hp2 (g/l)) von insgesamt zehn Tieren.

Messmethode: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

120,0
100,0

80,0

60,0

40,0 . - R: Linear = 0,576

® L]
p=0,011;r=0,759
20,0

SAA1 (ELISA) (ug/ml)

0 200 400 600 800 1000
SAA2 (ELISA) (ng/ml)

Abbildung 20: Streudiagramm zur Darstellung der Beziehung zwischen den Konzentrationen von Serum
Amyloid A aus den doppelt gemessenen Proben (SAA1 (ug/ml) und SAA2 (ung/ml)) von insgesamt zehn
Tieren. Messmethode: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fir beide ELISA Testverfahren missen die Serumproben vor der Analyse verdinnt und ggf.
(bei hohen Proteinkonzentrationen) nachverdinnt werden. Abbildung 21 und Abbildung 22
erlautern die Beziehung zwischen den Messergebnissen des Nasschemiautomaten zu denen
des ELISA Test kits fur Hp ohne bzw. mit nachverdiinnten Proben. Es wird deutlich, dass es
sich vor der Verdinnung um eine eher systematische Abweichung zwischen den beiden
Methoden handelt (die Differenzen streuen anndhernd achsensymmetrisch um die mittlere
Differenz) (Abbildung 21). Nach dem Verdinnungsprozess ist die Streuung deutlich
ausgepragter und scheint willktrlicher (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Bland-Altman Diagramm zur Verdeutlichung der Beziehung zwischen den Serum
Haptoglobinkonzentrationen, gemessen von einem Nasschemieautomaten bzw. einem ELISA-Testkit
(hier: Proben nicht zuvor verdiinnt, Messbereich des ELISA auf 0,05 - 0,36 g/l Hp begrenzt). Hp =
Haptoglobin, NC = Nasschemieautomat, ELISA = Enzyme Linked Inmunosorbent Assay, Diff. = Differenz,

MW = Mittelwert, s = Standardabweichung
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Abbildung 22: Bland-Altman Diagramm zur Verdeutlichung der Beziehung zwischen den Serum
Haptoglobinkonzentrationen, gemessen von einem Nasschemieautomaten bzw. einem ELISA-Testkit
(hier: Proben wurden vor der Messung verdiinnt, Messbereich des ELISA nicht mehr begrenzt). Hp =
Haptoglobin, NC = Nasschemieautomat, ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Diff. = Differenz,

MW = Mittelwert, s = Standardabweichung
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4.2 Ergebnisse Hauptstudie

4.2.1 Initiale Verteilung der Parameter zwischen den Betrieben

Tabelle 29 gibt den Stichprobenumfang der jeweiligen Behandlungsgruppe (PL- bzw. FTD
Gruppe) sowie die initiale Verteilung der Laktationszahlen, des Kalbergeburtsgewichtes, des
Studieneinschlusszeitpunktes (Abstand der Behandlung zur Kalbung) und aller klinischen und
labormedizinischen Parameter auf den drei Betrieben wieder. Fur die analytische Statistik
werden die Laktationszahlen zum Teil gruppiert (,Laktationsgruppe®: 1. und = 2. Laktation bzw.
Erstkalbskiihe (EK) und Mehrkalbskihe (MK)).

Einige signifikante Unterschiede zwischen den Betrieben werden bei Betrachtung der
Lagemalle festgestellt: Die mittlere Laktationszahl unterscheidet sich insofern zwischen den
drei Betrieben, als dass auf Betrieb 2 mehr junge Kihe in die Studie eingeschlossen wurden,
als auf den Betrieben 1 und 3, sodass die mittlere Laktationszahl hier geringer ausfallt. Nach
EK und MK gruppiert unterscheidet sich Betrieb 2 nur noch von Betrieb 1. Auf Betrieb 3 wurden
schwerere Kélber geboren als auf den Betrieben 1 und 2. Der Einschlusszeitpunkt der Kihe
in die Studie ist Uber die drei Betriebe statistisch gleich verteilt. Die Kihe auf den Betrieben 2
und 3 hatten an Tag 2 eine héhere RKT als jene auf Betrieb 1. Auf Betrieb 2 zeigten die Tiere
zu Beginn der Studie verglichen mit den anderen Betrieben einen héheren BCS. Die PF der
Tiere war auf Betrieb 1 am niedrigsten, gefolgt von Betrieb 2 und 3. Die Rickenposition war
Uber die Betriebe statistisch gleich verteilt, ebenso der Lahmheitsscore. Jedoch hielten die
Kihe auf Betrieb 2 verglichen mit den anderen Betrieben den Schwanz vermehrt vom Korper
abduziert. Die mittleren Konzentrationen von Hp, BHB und Alb waren jeweils auf Betrieb 2 am
hochsten, wahrend die Betriebe 1 und 3 ein &ahnliches Level aufwiesen. Die NEFA
Konzentrationen waren auf Betrieb 1 niedriger als auf den anderen Betrieben; die TP
Konzentrationen waren auf Betrieb 2 am niedrigsten und bewegten sich bei Betrieben 1 und 3
auf einem ahnlichen Level. Betrieb 1 wies niedrigere Calciumkonzentrationen auf als Betrieb
2 und 3. Die Phosphatkonzentrationen waren auf Betrieb 1 ebenfalls am niedrigsten, gefolgt
von Betrieb 2 und 3. Der Betrieb wurde in der analytischen Statistik zur Beurteilung der Effekte

der Behandlung stets als Zufallsfaktor im Modell berticksichtigt.

4.2.2 Initiale Verteilung der Parameter zwischen den Behandlungsgruppen

Die initiale Verteilung des Einschlusszeitpunktes, des Kalbergeburtsgewichtes, der
Laktationszahl, der klinischen Parameter und Laborparameter in den 2zwei
Behandlungsgruppen (PL- bzw. FTD Gruppe) sowie den Laktationsgruppen wird in Tabelle 30
gezeigt. Es konnen keine signifikanten Unterschiede in den initial (an Tag 2 p.p.) erfassten
Parametern zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden. Hingegen unterscheiden

sich einige Parameter bereits initial signifikant zwischen den EK und MK.
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Tabelle 29: Initiale Verteilung der Laktationszahl, der Laktationsgruppe, des Kilbergeburtsgewichtes und

des Einschlusszeitpunktes sowie der klinischen Parameter und Laborparameter zwischen den drei

Betrieben
Betrieb

Parameter 1 2 3 p

86 80 84
Stichprobenumfang (N) 84 80 86

170 160 170
Laktationszahl 28+0,13% 20+0,10° 2,5+0,122 <0,001
Lakt. Gruppe (1., 2 2.) 1,8+0,032 1,6+0,04° 1,7+0,04® <0,01
Gew. Kalb [kg] 42,3+0,39° 41,2+0,39° 436+0,44°> <0,001
Einschluss* [h p.p.] 29,0+0,30 29,7+0,32 29,4+0,29 0,28
Temperatur [°C] 38,7+0,03* 38,9+0,03° 38,9+0,03° <0,001
BCS 32+0,052 35+0,03* 3,3+0,03%8 <0,001
PF 1,8+0,042 22+0,04° 2,6+0,04° <0,001
Riickenposition 0,39+0,04 0,32+0,04 0,36 +0,04 0,45
Schwanzhaltung 0,11 +0,03* 0,21+0,03* 0,12+ 0,032 0,03
LS 1,78+ 0,06 1,83+0,07 1,71x0,07 0,44
Hp [g/1] 0,47 £0,022 0,71 +0,03* 0,48 +0,022 <0,001
NEFA [mmol/l] 0,33+0,022 0,54 +0,03° 0,55+0,02°® <0,001
BHB [mmol/l] 0,65+ 0,022 0,76 +0,01® 0,62+0,012 <0,001
TP [g/l] 68,6 + 0,462 66,1+0,39® 68,1+0,45 <0,001
Alb [g/1] 358+0,18 36,7+0,18° 358+0,22° <0,01
Ca [mmol/l] 1,74 £0,022 1,83+0,02° 1,88+0,02° < 0,001
P [mmol/l] 1,32+0,032 1,56+0,03° 1,43+0,03° <0,001

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, BCS = Body Condition Score, PF =
Pansenfillung, LS = Lahmheitsscore, Hp = Haptoglobin, NEFA = Non Esterified Fatty Acids, BHB =

Betahydroxybutyrat, TP = Totalprotein, Alb = Albumin, Ca = Calcium, P = Phosphor. *Einschlusszeitpunkt =
Behandlungszeitpunkt, schlie®t unmittelbar vorherige Erstuntersuchung ein.
Die Angaben erfolgen als MW (X) + Standardfehler. Unterschiedliche Buchstaben (2 ® ©) erlautern signifikante
Mittelwertdifferenzen zwischen den Betrieben (Testverfahren: ANOVA, Post-hoc-tests).
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Tabelle 30: Initiale Verteilung des Einschlusszeitpunktes, Kilbergeburtsgewichtes, der Laktationszahl, der klinischen Parameter und Laborparameter zwischen

der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe sowie zwischen den Laktationsgruppen (1. und 2 2.)

Gruppe Laktation P

Parameter PL FTD SF 1. 2 2. SF Gr Lakt Gr x Lakt
Laktationszahl 2,41 2,55 0,10 - - - 0,85 - -
Gew. Kalb [kg] 41,8 411 0,68 39,0 43,8 0,68 0,11 < 0,001 0,25
Einschluss* [h] 29,3 29,4 0,25 29,5 29,3 0,28 0,88 0,69 0,41
Temperatur [°C] 38,9 38,8 0,03 39,0 38,8 0,03 0,50 < 0,001 0,41
BCS 3,32 3,35 0,04 3,36 3,32 0,03 0,97 0,95 0,18
PF 2,17 2,23 0,04 2,35 2,07 0,04 0,18 < 0,001 0,51
Riickenposition 0,34 0,38 0,03 0,24 0,41 0,04 0,20 < 0,001 0,30
Schwanzhaltung 0,13 0,17 0,02 0,21 0,12 0,03 0,11 < 0,05 0,32
LS 1,77 1,77 0,06 1,27 1,99 0,05 0,76 < 0,001 0,80
Hp, [g/l] 0,57 0,54 0,02 0,69 0,49 0,03 0,96 < 0,001 0,03
NEFA [mmol/l] 0,46 0,48 0,02 0,47 0,47 0,02 0,34 0,39 0,66
BHB [mmol/I] 0,66 0,68 0,01 0,61 0,70 0,01 0,35 < 0,001 0,49
TP [g/l] 67,5 67,8 0,36 66,4 68,2 0,34 0,75 < 0,01 0,07
Alb [g/1] 36,0 36,2 0,16 36,3 36,0 0,17 0,94 0,42 0,03
Ca [mmol/l] 1,81 1,82 0,02 1,98 1,74 0,02 0,99 < 0,001 0,36
P [mmol/l] 1,43 1,44 0,03 1,71 1,31 0,03 0,94 < 0,001 0,55

PL = Placebo, FTD = Finadyne® Transdermal, SF = Standardfehler des Mittelwerts, Gr = Gruppe, Lakt = Laktation, Gew. Kalb = Kalbergeburtsgewicht, BCS = Body Condition
Score, PF = Pansenfillung, LS = Lahmheitsscore, Hp = Haptoglobin, NEFA = Non Esterified Fatty Acids, BHB = Betahydroxybutyrat, TP = Totalprotein, Alb = Albumin, Ca =
Calcium, P = Phosphor. *Einschlusszeitpunkt = Behandlungszeitpunkt, schlief3t unmittelbar vorherige Erstuntersuchung ein.

Die Angaben erfolgen als MW (X) + Standardfehler. Testverfahren zur Ermittlung von Unterschieden: verallgemeinertes gemischtes, lineares Modell.
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4.2.3 Effekte der Behandlung

Im Folgenden werden die Effekte der Behandlung mit Hilfe multivariabler Regressionsmodelle
beschrieben. Eine ausflhrliche deskriptive Statistik aller klinischen Parameter,
Laborparameter, Milchleistungs-, Abgangs- und Fruchtbarkeitsdaten in der jeweiligen
Behandlungsgruppe und am jeweiligen Untersuchungstag auf den drei Betrieben wird in

tabellarischer Form im Anhang gezeigt (Anhang, Tabellen 41 — 53).

4.2.3.1 Effekte der Behandlung auf kontinuierlich skalierte Variablen

Zu den kontinuierlich skalierten Variablen zahlen alle Laborparameter (Hp, NEFA, BHB, TP,
Alb, Ca und P), die RKT, der Verlust an BCS Punkten, die Milchleistung sowie
Milchinhaltsstoffe und die ZZ. Die Milchleistung wird als reine Tagesmilchmenge der MLP
sowie als ECM dargestellt. Milchfett und -eiweil} werden sowohl als Menge in Kilogramm als
auch in prozentualer Form (Gehalte) je Liter Milch prasentiert. Die ZZ wurde umformuliert und
zusatzlich als LinS in die Modelle aufgenommen (s. 3.2.8.3). Die Ergebnisse der Prifung auf
Normalverteilung aller kontinuierlich skalierten Variablen der Hauptstudie werden im Anhang
dargestellt (Tabelle 40).

4.2.3.1.1 Gesamtmodell

Tabelle 31 erlautert die Effekte der Behandlung und den Einfluss des Untersuchungstages
sowie der Laktationsgruppe auf die 0.g. Parameter. Die Laktationsgruppe hat signifikanten
Einfluss auf fast alle Parameter mit Ausnahme der NEFA, P, TP und dem Verlust an BCS
Punkten. Signifikante Interaktionen zwischen der Behandlungsgruppe und Laktationsgruppe
sind bei Hp, BHB (Tendenz) und den Parametern Milchmenge, ECM, Milchfett und —eiweil’
(kg) sowie der 100- und 305 Tage Leistung zu beobachten. Signifikante Behandlungseffekte
konnen in diesem Modell bereits fur Hp, Alb und die RKT sowie die ZZ (in Zellen x 1.000/ml)
und die 305 Tage Leistung (Tendenz) beobachtet werden. Dabei ist die mittlere Hp
Konzentration im Serum behandelter Kiihe im Vergleich zur Kontrollgruppe niedriger (0,91 vs.
0,82 + 0,04 g/l (PL vs. FTD); p = 0,04), wahrend die Serum Alb Konzentration héher ist (35,4
vs. 35,8 £ 0,24 g/l (PL vs. FTD); p = 0,02). Die RKT behandelter Kiihe ist niedriger als die der
Kontrolltiere (39,1 vs. 39,0 £ 0,07 °C (PL vs. FTD); p = 0,02). Auch die ZZ ist im Gesamtmodell
bei den behandelten Kihen deutlich niedriger als bei der Kontrollgruppe (221,6 vs. 151,5
33,3 x 1.000/ml (PL vs. FTD); p = 0,02). Die 305 Tage Leistung ist tendenziell héher bei den
behandelten Tieren (10.452,8 vs. 10.562,5 + 305 kg (PL vs. FTD); p = 0,06). In Anbetracht des
uberwiegend signifikanten Einflusses der Laktationsgruppe sowie der teilweise signifikanten
Interaktionen zwischen Laktationsgruppe und Behandlungsgruppe werden flr alle Parameter

separate Modelle fir EK und MK angefertigt (Tabelle 32).
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Tabelle 31: Effekte der Behandlung, der Laktationsgruppe und des Untersuchungstages sowie deren Interaktionen auf die kontinuierlich skalierten Parameter:

Laborparameter, rektale Kérpertemperatur, Verlust an BCS Punkten, Milchleistung, Milchinhaltsstoffe und Zellzahl

Gruppe
Parameter PL FTD SF Gr Tag Lakt Gr x Tag Gr x Lakt Tag x Lakt
Hp [g/1] 0,91 0,82 0,04 0,02 0,88 < 0,001 0,82 0,02 0,57
NEFA [mmol/l] 0,52 0,50 0,07 0,21 0,05 0,45 0,58 0,90 0,66
BHB [mmol/l] 0,74 0,74 0,05 0,70 0,15 0,07 0,43 0,07 0,41
TP [g/1] 69,6 69,2 0,41 0,17 < 0,001 0,10 0,75 0,56 0,45
Alb [g/1] 35,4 35,8 0,24 0,02 0,15 < 0,001 0,85 0,28 0,02
Ca [mmol/l] 2,10 2,1 0,02 0,62 < 0,001 < 0,001 0,29 0,39 0,66
P [mmol/l] 1,65 1,68 0,03 0,16 < 0,001 0,20 0,91 0,93 0,99
RKT [°C] 39,1 39,0 0,07 0,02 < 0,001 < 0,001 0,96 0,16 <0,01
BCS Verlust 0,18 0,17 0,06 0,71 - 0,39 - 0,76 -
Milch [kg] 34,47 34,38 1,02 0,73 < 0,001 < 0,001 0,93 < 0,01 < 0,001
ECM' [kg] 33,67 33,74 0,94 0,78 < 0,001 < 0,001 0,72 < 0,001 < 0,001
Milchfett [kg] 1,32 1,33 0,05 0,53 < 0,001 < 0,001 0,67 <0,01 < 0,001
Milchfett [%] 3,87 3,92 0,06 0,13 < 0,001 0,15 0,89 0,50 0,77
Milcheiweil [kg] 1,15 1,15 0,02 0,96 < 0,001 < 0,001 0,65 < 0,001 < 0,001
Milcheiweil [%] 3,37 3,37 0,04 0,75 < 0,001 <0,01 0,85 0,26 0,25
Harnstoff [mmol/I] 233,7 233,2 4,4 0,81 < 0,001 0,03 0,96 0,12 0,69
ZZ [x 103/ml] 221,6 151,5 33,3 0,02 0,49 0,57 0,63 0,59 0,82
ZZ [LinS] 2,23 2,25 0,24 0,78 < 0,01 < 0,001 0,99 0,34 <0,01
100 T Leistung 3.803,7 3.810,5 68,6 0,76 - < 0,001 - < 0,001 -
305 T Leistung 10.452,8 10.562,5 305,0 0,06 - < 0,001 - < 0,001 -

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, SF = Standardfehler des Mittelwerts, Gr = Gruppe, Lakt = Laktationsgruppe, Hp = Haptoglobin, NEFA = Non-

Esterified Fatty Acids, BHB = Betahydroxybutyrat, TP = Totalprotein, Alb = Albumin, Ca = Calcium, P = Phosphor, RKT = rektale Kérpertemperatur, BCS = Body Condition Score,
ECM = Energy-Corrected Milk, ZZ = Zellzahl, LinS = Linear Score
Die Angaben erfolgen als MW (X) + Standardfehler. Testverfahren zur Ermittlung der Effekte: verallgemeinertes gemischtes, lineares Modell.
'ECM = Energiekorrigierte Milchmenge (engl.: Energy-Corrected Milk, ECM) (Formel: ECM [kg] = (Milch [kg] * ((0.38 * Milchfett [%]) + (0.21 * Milcheiweil [%]) + 1.05) / 3.28)
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Tabelle 32: Effekte der Behandlung und des Untersuchungstages sowie deren Interaktion auf die kontinuierlich skalierten Parameter: Laborparameter, Kérpertemperatur,
Verlust an BCS Punkten, Milchleistung, Milchinhaltsstoffe und Zellzahl bei Erst- bzw. Mehrkalbskiihen

Lakt. 1 Lakt. = 2
Gruppe P Gruppe P

Parameter PL FTD SF Gr Tag Gr x Tag PL FTD SF Gr Tag Gr x Tag
Hp [g/1] 1,13 0,96 0,06 <0,01 0,73 0,11 0,72 0,72 0,07 0,99 0,10 0,53
NEFA [mmol/l] 0,50 0,49 0,11 0,83 0,15 0,35 0,52 0,50 0,06 0,21 0,15 0,98
BHB [mmol/I] 0,66 0,70 0,06 0,42 0,20 0,50 0,79 0,73 0,05 <0,01 0,20 0,91
TP [g/l] 68,6 68,1 0,71 0,32 0,04 0,70 70,1 69,9 0,29 0,56 <0,001 0,52
Alb [g/l] 35,1 35,7 0,24 0,02 0,02 0,53 35,8 35,9 0,25 0,62 0,53 0,54
Ca [mmol/l] 2,12 2,11 0,04 0,74 <0,001 0,84 2,11 2,13 0,01 0,28 <0,001 0,26
P [mmol/l] 1,72 1,75 0,04 0,34 <0,001 0,85 1,61 1,64 0,04 0,21 < 0,001 0,81
RKT [°C] 39,2 39,1 0,10 0,04 <0,001 0,41 39,0 38,9 0,06 0,56 < 0,01 0,89
BCS Verlust 0,16 0,15 0,08 0,94 - - 0,20 0,18 0,05 0,57 - -
Milch [kg] 30,37 31,24 1,55 0,01 < 0,001 0,99 38,93 38,14 1,14 <0,01 <0,001 0,78
ECM' [kg] 29,54 30,73 1,35 <0,001 0,16 0,96 38,23 37,47 1,17 <0,01 <0,001 0,34
Milchfett [kg] 1,15 1,21 0,06 0,001 0,82 0,92 1,51 1,48 0,06 0,03 <0,001 0,25
Milchfett [%)] 3,82 3,91 0,06 0,03 <0,001 0,90 3,92 3,94 0,04 0,54 <0,001 0,86
MilcheiweiB [kg] 1,02 1,05 0,04 <0,01 <0,001 0,89 1,30 1,27 0,03 0,01 < 0,001 0,36
Milcheiweil [%] 3,38 3,40 0,05 0,21 < 0,001 0,97 3,36 3,37 0,04 0,43 <0,001 0,91
Harnstoff [mmol/l] 228,9 2323 2,21 0,23 <0,001 0,59 236,8 2319 7,09 0,02 <0,001 0,18
ZZ [x 103/ml] 208,2 140,7 43,8 0,11 0,21 0,13 218,9 252,3 21,1 0,27 0,89 0,97
ZZ [LinS] 2,00 1,96 0,25 0,75 0,24 0,66 2,45 2,54 0,24 0,31 < 0,001 0,99
100 T Leistung 3.125,7 3.229,1 231,3 <0,001 - - 44479 43743 453 0,001 - -
305 T Leistung 9.158,4 9.557,7 430,0 <0,001 - - 11.719,3 11.495,1 313,0 <0,001 - -

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, SF = Standardfehler des Mittelwerts, Gr = Gruppe, Lakt = Laktation, Hp = Haptoglobin, NEFA = Non-Esterified Fatty
Acids, BHB = Betahydroxybutyrat, TP = Totalprotein, Alb = Albumin, Ca = Calcium, P = Phosphor, RKT = rektale Kérpertemperatur, BCS = Body Condition Score, ECM = Energy-
Corrected Milk, ZZ = Zellzahl, LinS = Linear Score

Die Angaben erfolgen als MW (X) + Standardfehler. Testverfahren zur Ermittlung der Effekte: verallgemeinertes gemischtes, lineares Modell.

'ECM = Energiekorrigierte Milchmenge (engl.: Energy-Corrected Milk, ECM) (Formel: ECM [kg] = (Milch [kg] * ((0.38 * Milchfett [%]) + (0.21 * Milcheiweil [%]) + 1.05) / 3.28). Fur
Erstkalbskiihe und Mehrkalbskiihe wurden das Erstkalbealter (p = < 0,01, p = 0.16 und p = 0.84 fir Milch (kg), 100- und 305 T Leistung) bzw. die 305 Tage Milchleistung der
vorangegangenen Laktation (jeweils p < 0,001 fur Milch (kg), 100- und 305 T Leistung) als zufallige Faktoren in die Modelle einbezogen.
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4.2.3.1.2 Separate Modelle

4.2.3.1.2.1 Laborparameter und rektale Kérpertemperatur

Die Hp Konzentration ist im Serum von mit FTD behandelten EK verglichen mit der
Kontrollgruppe niedriger (1,13 vs. 0,96 + 0,06 g/l (PL vs. FTD); p < 0,01; Tabelle 32, Abbildung
23 A). Der groBte, auch tagessignifikante Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen ist
an Tag 6 p.p. zu finden (Abbildung 23 A). Dabei fallt auf, dass die Hp Konzentration der
behandelten EK ihren Peak an Tag 4 p.p. erreicht und dann wieder sinkt, wahrend die nicht
behandelten Kihe an Tag 6 einen Peak zeigen (die weitere Dynamik wird in dieser Studie
nicht erfasst). Bei MK kann kein Behandlungseffekt festgestellt werden (Abbildung 23 B). Die
Serum Hp Konzentration ist hier bei beiden Behandlungsgruppen an Tag 4 p.p. am hdchsten.
Die Serum Alb Konzentration ist bei behandelten EK verglichen mit der Kontrollgruppe héher
(35,1 vs. 35,7 £ 0,24 g/l (PL vs. FTD); p = 0,02; Tabelle 32, Abbildung 23 C). Auch hier ist der
grofite, tagessignifikante Unterschied an Tag 6 p.p. zu finden, an welchem sowohl behandelte
als auch unbehandelte EK aullerdem den Nadir der Alb Konzentration im
Beobachtungszeitraum aufweisen (Abbildung 23 C). Die Serum Alb Konzentration der MK
reagiert nicht auf die Behandlung, der Tiefpunkt wird von beiden Gruppen an Tag 4 p.p.
erreicht (Abbildung 23 D).

Die Serum BHB Konzentration ist sowohl an Tag 4 als auch an Tag 6 p.p. im Serum von mit
FTD behandelten MK verglichen mit der PL Gruppe niedriger (MW = SF aus dem
Gesamtmodell: 0,79 vs. 0,73 £ 0,05 mmol/l (PL vs. FTD); p < 0,01; Tabelle 32, Abbildung 24
D). Hier kann kein Behandlungseffekt bei den EK festgestellt werden (Abbildung 24 C).

Es kann kann kein Effekt der Behandlung auf die Serumkonzentrationen von TP (Tabelle 32,
Abbildung 23 E und F), NEFA (Tabelle 32, Abbildung 24 A und B), Ca und P (Tabelle 32,
Abbildung 25) beobachtet werden. EK zeigen im Beobachtungszeitraum, verglichen mit MK,
insgesamt hoéhere Hp, Ca und P Werte sowie niedrigere TP, BHB, NEFA und Alb
Konzentrationen im Serum. Diese Unterschiede sind fir Hp, Ca und Alb signifikant, fir BHB
und TP besteht eine statistische Tendenz und NEFA und P sind nichtsignifikant verschieden
(Tabelle 31).

Die RKT ist im Gesamtmodell bis Tag 15 p.p. bei mit FTD behandelten EK verglichen mit der
Kontrollgruppe niedriger (39,2 vs. 39,1 £0,10 °C (PL vs. FTD); p = 0,04), die RKT der MK
reagiert nicht auf die Behandlung (Tabelle 32, Abbildung 26). Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen innerhalb eines Tages findet sich bei den EK an Tag 5
p.p. (3 Tage nach der Behandlung) (Abbildung 26). EK weisen insgesamt niedrigere RKT auf
als MK (p < 0,001).
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Abbildung 23: Effekte der Behandlung auf die Serumkonzentrationen von Haptoglobin (A und B), Albumin (C und D)
und Totalprotein (E und F) bei Erstkalbskiihen (A, C und E) und Mehrkalbskiihen (B, D und F). Tag 2 p.p. (Tag der
Behandlung) wurde als Kovariate in das Modell aufgenommen. * kennzeichnet signifikante Effekte innerhalb eines

Tages (p < 0,05), verallgemeinertes gemischtes lineares Modell.
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Abbildung 24: Effekte der Behandlung auf die Serumkonzentrationen von freien Fettsduren (engl.: Non Esterified Fatty
Acids, NEFA) (A und B) und Betahydroxybutyrat (BHB) (C und D) bei Erstkalbskiihen (A und C) und Mehrkalbskiihen
(B und D). Tag 2 p.p. (Tag der Behandlung) wurde als Kovariate in das Modell aufgenommen. * kennzeichnet signifikante

Effekte innerhalb eines Tages (p < 0,05), verallgemeinertes gemischtes lineares Modell.
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Abbildung 25: Effekte der Behandlung auf die Serumkonzentrationen von Calcium (A und B) und Phosphor (C und D)
bei Erstkalbskiihen (A und C) und Mehrkalbskiihen (B und D). Tag 2 p.p. (Tag der Behandlung) wurde als Kovariate in
das Modell aufgenommen. * kennzeichnet signifikante Effekte innerhalb eines Tages (p < 0,05), verallgemeinertes

gemischtes lineares Modell.
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Abbildung 26: Effekte der Behandlung auf die rektale Kérpertemperatur von Erstkalbskiihen (A) und Mehrkalbskiihen (B). Tag 2 p.p. (Tag der Behandlung)
wurde als Kovariate in das Modell aufgenommen. * kennzeichnet signifikante Effekte innerhalb eines Tages (p < 0,05), verallgemeinertes gemischtes lineares
Modell.
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4.2.3.1.2.2 Milchleistung, Milchinhaltsstoffe und somatische Zellzahl

Behandelte EK zeigen in den ersten 8 MLP nach der Kalbung eine hohere Milchleistung
verglichen mit PL Tieren (30,37 vs. 31,24 + 1,55 kg (PL vs. FTD); p < 0,001; Tabelle 32,
Abbildung 27 A), wahrend behandelte MK eine geringere Leistung als die unbehandelten Tiere
aufweisen (38,93 vs. 38,14 + 1,14 kg (PL vs. FTD); p < 0,01; Tabelle 32, Abbildung 27 B). Eine
statistische Tendenz fir einen Behandlungseffekt innerhalb einer MLP zeigt sich bei den EK
nicht (Abbildung 27 A) und bei den MK erst in der 8. MLP (Abbildung 27 B). Bei Betrachtung
der energiekorrigierten Milch bestatigen sich diese Effekte (EK: 29,54 vs. 30,73 £ 1,35 kg ECM
(PL vs. FTD); p < 0,001; MK: 38,23 vs. 37,47 + 1,17 kg ECM (PL vs. FTD); p < 0,01; Tabelle
32, Abbildung 28). Der negative Effekt der Behandlung auf die ECM der MK ist besonders
deutlich und statistisch signifikant (Tendenz) in der 1. MLP nach der Kalbung (Abbildung 28
B). Auffallig sind auRerdem sowohl bei EK als auch MK statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen zum Zeitpunkt der 8. MLP (Abbildung 28 A und B).

Die 100- und 305 Tage Milchleistung spiegeln die oben genannten Unterschiede ebenfalls
wider. Sowohl die 100 Tage Leistung (EK: 3.125,7 vs. 3.229,1 £ 231,3 kg (PL vs. FTD); p <
0,001; MK: 4.447,9 vs. 4.374,3 + 45,3 kg (PL vs. FTD); p = 0,001) als auch die 305 Tage
Leistung (EK: 9.158,4 vs. 9.557,7 + 430 kg (PL vs. FTD); p < 0,001; MK: 11.719,3 vs. 11.495,1
1+ 313 kg (PL vs. FTD); p < 0,001) ist hdher bei behandelten EK und niedriger bei behandelten
MK im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren (Tabelle 32).

Verglichen mit der Kontrollgruppe ist die produzierte Milchfettmenge der ersten 8 MLP nach
der Kalbung héher bei EK, die mit FTD behandelt wurden (1,15 vs. 1,21 + 0,06 kg (PL vs.
FTD); p = 0,001; Tabelle 32, Abbildung 29 A), das Gegenteil ist bei MK zu beobachten (1,51
vs. 1,48 + 0,06 kg (PL vs. FTD); p = 0,03; Tabelle 32, Abbildung 29 B). Der prozentuale
Milchfettgehalt verhalt sich bei den EK ahnlich zur Milchfettmenge (3,82 vs. 3,91 + 0,06 % (PL
vs. FTD); p < 0,001; Tabelle 32, Abbildung 29 C), wahrend er bei den MK zwischen den
Behandlungsgruppen nicht verschieden ist (3,92 vs. 3,94 £ 0,04 % (PL vs. FTD); p = 0,54;
Tabelle 32, Abbildung 29 D).

Ahnlich zur Milchfettmenge verhalt es sich bei der MilcheiweiRmenge mit hdheren Werten bei
behandelten EK (1,02 vs. 1,05 + 0.04 kg (PL vs. FTD); p < 0,01) und niedrigeren Werten bei
behandelten MK (1,30 vs. 1,27 £ 0,03 kg (PL vs. FTD); p = 0,01) verglichen mit den
Kontrolltieren (Tabelle 32, Abbildung 30 A und B). Der prozentuale Eiweillgehalt der Milch
unterscheidet sich im Allgemeinen nicht zwischen den Behandlungsgruppen (Tabelle 32,
Abbildung 30 C und D).

Es kann kein Effekt der Behandlung auf die Milchharnstoffkonzentration bei EK festgestellt
werden (228,9 vs. 232,3 + 2,21 mmol/l (PL vs. FTD); p = 0,23; Tabelle 32, Abbildung 31 A),
wahrend bei behandelten MK verglichen mit Kontrolltieren ein niedrigerer Harnstoffgehalt der
Milch auffallt (236,8 vs. 231,9 + 7,09 mmol/l (PL vs. FTD); p = 0,02; Tabelle 32, Abbildung 31
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B). Tagessignifikante  Unterschiede im  Milchharnstoffgehalt  zwischen  den
Behandlungsgruppen finden sich bei den MK bei MLP 5, 7 und 8 (Abbildung 31 B).

Das Gesamtmodell beschreibt einen signifikanten Behandlungseffekt auf die Anzahl an
somatischen Zellen in der Milch (p = 0,02; Tabelle 31, Abbildung 32 A) mit niedrigeren ZZ bei
behandelten Tieren. In den separaten Modellen kann kein signifikanter Behandlungseffekt
beobachtet werden. Die ZZ (in Zellen x 1.000/ml Milch) behandelter EK ist nichtsignifikant
niedriger als die der Placebogruppe (208,2 vs. 140,7 + 43,8 Zellen x 1.000/ml Milch (PL vs.
FTD); p = 0,11), wahrend die ZZ behandelter MK nichtsignifikant héher ist, als die der
Kontrolltiere (218,9 vs. 252,3 + 21,1 Zellen x 1.000/ml Milch (PL vs. FTD); p = 0,27) (Tabelle
32). Die ZZ ist durch eine grof3e Streubreite der Einzeltierwerte gekennzeichnet (Abbildung 32
A). Der LinS zeigt sowohl im Gesamtmodell (LinS: 2,23 vs. 2,25 + 0,24 (PL vs. FTD); p = 0,78;
Tabelle 31, Abbildung 32 B) als auch in den separaten Modellen der Laktationsgruppen (EK:
2,00vs. 1,96 £ 0,25 (PLvs. FTD); p=0,75; MK: 2,45 vs. 2,54 + 0,24 kg (PL vs. FTD); p =0,31;
Tabelle 32) keine Behandlungseffekte.

Insgesamt weisen die EK in der vorliegenden Studie, verglichen mit den MK, eine signifikant
niedrigere Milchleistung (Milchmenge, ECM, 100- und 305 Tage Leistung) auf (Tabelle 31).
Zudem sind die produzierte Milchfett- und Milcheiweilimenge geringer und der prozentuale
Eiweillgehalt hdher als bei den MK (Tabelle 31). Aulerdem zeigen die EK signifikant

niedrigere Milchharnstoffgehalte und einen niedrigeren mittleren LinS (Tabelle 31).
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Abbildung 27: Effekte der Behandlung auf die Milchmengenleistung von Erstkalbskiihen (A) und Mehrkalbskiihen (B). Das Erstkalbealter bzw. die 305 Tage
Milchleistung der vorangegangenen Laktation wurden als Einflussfaktoren fiir Erst- bzw. Mehrkalbskiihe in die Modelle eingeschlossen. t kennzeichnet eine
statistische Tendenz fiir Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen innerhalb einer Milchleistungspriifung (MLP) (p < 0,10), verallgemeinertes
gemischtes lineares Modell.
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Abbildung 28: Effekte der Behandlung auf die energiekorrigierte Milchmenge (engl.: Energy Corrected Milk, ECM) von Erstkalbskiihen (A) und Mehrkalbskiihen (B). Das
Erstkalbealter bzw. die 305 Tage Milchleistung der vorangegangenen Laktation wurden als Einflussfaktoren fiir Erst- bzw. Mehrkalbskiihe in die Modelle eingeschlossen.
* kennzeichnet signifikante Effekte der Behandlung innerhalb einer Milchleistungspriifung (MLP) (p < 0,05), t kennzeichnet eine statistische Tendenz (p < 0,10),

verallgemeinertes gemischtes lineares Modell.
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Abbildung 29: Effekte der Behandlung auf die Milchfettmenge in Kilogramm (A und B) und den Milchfettgehalt in
Prozent (C und D) von Erstkalbskiihen (A und C) und Mehrkalbskiihen (B und D). Das Erstkalbealter bzw. die 305 Tage
Milchleistung der vorangegangenen Laktation wurden als Einflussfaktoren fiir Erst- bzw. Mehrkalbskiihe in die Modelle

eingeschlossen. MLP = Milchleistungspriifung. Verallgemeinertes gemischtes lineares Modell.
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Abbildung 30: Effekte der Behandlung auf die MilcheiweiBmenge in Kilogramm (A und B) und den MilchfeiweiBgehalt
in Prozent (C und D) von Erstkalbskiihen (A und C) und Mehrkalbskiihen (B und D). Das Erstkalbealter bzw. die 305
Tage Milchleistung der vorangegangenen Laktation wurden als Einflussfaktoren fiir Erst- bzw. Mehrkalbskiihe in die

Modelle eingeschlossen. MLP = Milchleistungspriifung. Verallgemeinertes gemischtes lineares Modell.
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Abbildung 31: Effekte der Behandlung auf den Milchharnstoffgehalt von Erstkalbskiihen (A) und Mehrkalbskiihen (B).

Das Erstkalbealter bzw. die 305 Tage Milchleistung der vorangegangenen Laktation wurden als Einflussfaktoren fiir

Erst- bzw. Mehrkalbskiihe in die Modelle eingeschlossen. * kennzeichnet signifikante Effekte der Behandlung innerhalb

einer Milchleistungspriifung (MLP) (p < 0,05), t kennzeichnet eine statistische Tendenz (p < 0,10), verallgemeinertes

gemischtes lineares Modell.

400
350
300
250
200
150
100

50

Zellzahl

Behandlung:
p=0,02

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

——FTD
cedllee PL

Behandlung:
p=0,78

Abbildung 32: Effekte der Behandlung auf die Zellzahl in Zellen x 1.000 / ml Milch (A) und transformiert als linearer Score

(LinS) (B). t kennzeichnet eine statistische Tendenz fiir Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen innerhalb einer

Milchleistungspriifung (MLP) (p < 0,10), verallgemeinertes gemischtes lineares Modell.
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4.2.3.2 Effekte der Behandlung auf ordinal skalierte Parameter

Zu den ordinal skalierten Parametern zdhlen der MC Score, die UK, PF und der LS sowie
Haltung und Verhalten. Tabelle 33 zeigt eine Ubersicht liber die Effekte der Behandlung.

Die ordinalen Variablen sind gemaf ihrer Natur als Scores erhoben worden. Dabei wird das
Risiko, einen héheren Score aufzuweisen bzw. in eine hdhere Kategorie zu fallen, jeweils
bezugnehmend auf die Referenzkategorie, durch die OR (s. 3.2.8.4) und die dazugehoérige
untere und obere Grenze des 95 % Konfidenzintervalls (KI) der OR ausgedruckt. Dabei stellt
eine OR > 1 ein gegenlber der Referenzkategorie (hier: FTD Gruppe) erhéhtes Risiko dar,

wahrend Werte der OR < 1 ein geringeres Risiko ausdrticken.
4.2.3.2.1 Metricheck Score und Uteruskategorie

Unbehandelte EK zeigen sowohl an Tag 8 als auch an Tag 15 ein erhéhtes Risiko daflr, einen
hohere MC Score aufzuweisen (Tag 8: OR fur PL vs. FTD: 1,52 (KI: 1,11 — 1,93); p = 0,04;
Tag 15: OR fir PL vs. FTD: 1,63 (KI: 1,26 — 2,00); p = 0,01; Tabelle 33, Abbildung 33). Bei
den MK koénnen im Hinblick auf dieses Risiko keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen festgestellt werden (Tabelle 33, Abbildung 33).

Die aus dem MC Score und der RKT zusammengesetzte UK bestatigt die oben genannten
Befunde mit einem hoheren Risiko fur EK aus der Kontrollgruppe, einer héheren Kategorie
anzugehoren. Signifikant sind diese Unterschiede jedoch ausschlieRlich an Tag 15 p.p. (OR
fur PL vs. FTD: 1,63 (KI: 1,26 — 2,00); p = 0,01; Tabelle 33, Abbildung 33). Es sind keine
Unterschiede in der Auspragung der UK zwischen behandelten und nicht behandelten MK zu
erkennen (Tabelle 33). Abbildung 33 zeigt die Effekte der Behandlung bei den EK auf die
geschatzten Zellenwahrscheinlichkeiten (das Risiko, einen bestimmten MC Score zu erhalten

(A) bzw. in eine bestimmte UK zu fallen (B)) aus der ordinalen Regressionsanalyse.
4.2.3.2.2 Pansenfiillung und Lahmheitsscore

Weder die PF noch der LS wurden von der Behandlung beeinflusst (Tabelle 33).
4.2.3.2.3 Haltung und Verhalten

Die Kérperhaltung wurde an Tag 4 und 8 p.p. bei den MK und an Tag 6 und 15 p.p. bei den
EK von der Behandlung beeinflusst. Dabei zeigten jeweils die unbehandelten Tiere ein
erhohtes Risiko fur einen hoheren Score und damit fur eine von der Norm abweichende
Koérperhaltung (Tabelle 33). Unbehandelte MK zeigten zudem an Tag 4 p.p. ein erhdhtes
Risiko flr ein von der Norm abweichendes Verhalten im Vergleich zu den behandelten Tieren

dieser Laktationsgruppe (Tabelle 33).
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Tabelle 33: Effekte der Behandlung auf die ordinal skalierten Parameter: Metricheck Score, Uteruskategorie, Pansenfiillung, Lahmheitsscore, Haltung und Verhalten bei
Erst- bzw. Mehrkalbskiihen

Effekt der Behandlung (PL vs. FTD)

Erstkalbskiihe Mehrkalbskiihe
Schatzer + SF P OR 95 % Ki Schatzer * SF P OR 95 % Ki
Parameter (Tag p.p.) unten oben unten oben
MC Score (T 8) 0,42 £ 0,21 0,04 1,52 1,11 1,93 0,18+0,13 0,18 1,20 0,94 1,45
MC Score (T 15) 0,49+0,19 0,01 1,63 1,26 2,00 0,01+£0,14 0,95 1,01 0,74 1,28
UK (T 8) 0,16 £ 0,20 0,41 1,17 0,78 1,56 0,15 +0,19 0,42 1,16 0,79 1,53
UK (T 15) 0,49+0,19 0,01 1,63 1,26 2,00 0,18 £ 0,20 0,37 1,20 0,81 1,59
PF (T 4) 0,03 £ 0,20 0,87 1,03 0,64 1,42 0,02+0,13 0,90 1,02 0,77 1,28
PF (T 6) 0,01 +£0,22 0,99 1,01 0,58 1,44 0,177 +£0,13 0,19 1,19 0,93 1,44
PF (T 8) 0,10 £ 0,21 0,64 1,11 0,70 1,52 0,20+0,13 0,13 1,22 0,97 1,48
PF (T 15) 0,03+0,19 0,88 1,03 0,66 1,40 -0,07 £ 0,13 0,60 0,93 0,68 1,19
LS (T 4) -0,32 £ 0,21 0,13 0,73 0,32 1,14 0,15+£0,12 0,21 1,16 0,93 1,40
LS (T 6) -0,29 £ 0,20 0,16 0,75 0,36 1,14 0,01+£0,12 0,93 1,01 0,77 1,25
LS (T 8) -0,04 £ 0,19 0,84 0,96 0,59 1,33 0,06 £ 0,12 0,60 1,06 0,83 1,30
LS (T 15) 0,06 £ 0,19 0,74 1,06 0,69 1,43 0,11 +£0,12 0,36 1,12 0,88 1,35
Haltung (T 4) 0,45+ 0,21 0,03 1,57 1,16 1,98 0,26 £ 0,14 0,07 1,30 1,02 1,57
Haltung (T 6) 0,83 +0,23 < 0,01 2,29 1,84 2,74 0,16+ 0,13 0,25 1,17 0,92 1,43
Haltung (T 8) 0,13+ 0,20 0,51 1,14 0,75 1,53 0,36 £ 0,13 <0,01 1,43 1,18 1,69
Haltung (T 15) 0,40 £ 0,23 0,08 1,49 1,04 1,94 0,15+0,13 0,24 1,16 0,91 1,42
Verhalten (T 4) 0,28 £ 0,19 0,15 1,32 0,95 1,70 0,28 +£0,13 0,03 1,32 1,07 1,58
Verhalten (T 6) 0,07 £ 0,19 0,73 1,07 0,70 1,44 0,09+0,12 0,48 1,09 0,86 1,33
Verhalten (T 8) 0,06 £ 0,20 0,76 1,06 0,67 1,45 -0,05+0,12 0,70 0,95 0,72 1,19
Verhalten (T 15) -0,11+£ 0,19 0,56 0,90 0,52 1,27 -0,18 £ 0,12 0,14 0,84 0,60 1,07

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, MC = Metricheck, UK = Uteruskategorie, PF = Pansenflllung, LS = Lahmheitsscore, SF = Standardfehler des
Schatzers, p = Signifikanzwert, K| = Konfidenzintervall. Der initiale Wert der Parameter PF, LS, Haltung und Verhalten an Tag 2 p.p. (vor der Behandlung) wurde jeweils als Kovariate
in das entsprechende Modell eingeschlossen. Referenzkategorie flr die Berechnung der Odds Ratio der ordinalen Parameter ist die jeweils niedrigste Scorezahl (z.B.: PF =1, LS =
1, Haltung = 0), bei der Variable Behandlungsgruppe dient die FTD Gruppe als Referenzkategorie.
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Abbildung 33: Effekte der Behandlung auf den Metricheck Score (A) und die Uteruskategorie (B) von Erstkalbskiihen an Tag 15 p.p. * kennzeichnet signifikante

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen innerhalb einer Kategorie (p < 0,05), ordinale Regression. Behandlungseffekt jeweils p = 0,01.
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4.2.3.3 Effekte der Behandlung auf binar skalierte Parameter

Zu den binar skalierten Parametern zahlen Rulckenposition, Schwanzhaltung und der
Erstbesamungserfolg. Tabelle 34 zeigt die Ergebnisse der binaren Regressionsmodelle. Auch
bei diesem Modelltyp wird - neben dem Modellschatzer - die OR samt Kl als Mal} fir das Risiko
ausgegeben, dass das untersuchte Ereignis (z.B. das Aufkrimmen des Rickens oder die

Trachtigkeit aus Erstbesamung) eintritt (s. 3.2.8.5).
4.2.3.3.1 Riickenposition und Schwanzhaltung

Sowohl im binaren logistischen Modell (Tabelle 34) als auch beim einfachen Vergleich der
prozentualen Anteile der Kihe mit gekrimmtem Ricken und vom Korper abgestelltem
Schwanz (Abbildung 34) werden Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen deutlich.
Behandelte Tiere zeigen ab Tag 3 p.p. ein geringeres Risiko, den Rucken aufzukrimmen
(Modellschatzer: 0,42 vs. 0,29 + 0,04 (PL vs. FTD); p < 0,001; Tabelle 34, Abbildung 34 A).
Ein tagessignifikanter Effekt der Behandlung zeigt sich im Chi-Quadrat-Test ausschlieflich an
Tag 3 p.p. (Tag nach der Behandlung). Weniger Kihe in der FTD Gruppe zeigen hier einen
aufgekrimmten Rucken (27,9 vs. 39,7 %; p = 0,004; Tabelle 34, Abbildung 34 A; Anhang,
Tabelle 45). Das binare logistische Regressionsmodell gibt zusatzlich einen tagessignifikanten
Effekt an Tag 6 p.p. aus und zeigt an den Tagen 4, 8 und 15 p.p. statistische Tendenzen fur
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. Fir die Ruckenposition ist auRerdem ein
hochsignifikanter Einfluss der Laktationsgruppe zu erkennen. Dabei haben MK im Verlauf des
Beobachtungszeitraumes haufiger einen gekrimmten Riicken (Tabelle 35).

Ahnlich zur Riickenposition verhalt es sich mit der Schwanzhaltung. Die behandelten Kiihe
haben ein geringeres Risiko fur einen vom Kérper abgestellten Schwanz (Modellschatzer: 0,28
vs. 0,20 (PL vs. FTD); p < 0,001; Tabelle 34, Abbildung 34 B). Auch hier ergibt der einfache
Vergleich einen tagessignifikanten Effekt an Tag 3 p.p., an welchem anteilig weniger Kuhe aus
der FTD Gruppe einen vom Korper abgestellten Schwanz aufzeigen (14,3 vs. 23,6 %; p =
0,004; Tabelle 34, Abbildung 34 B; Anhang, Tabelle 45). Das Regressionsmodell bestatigt
diese Aussage und weist zusatzlich statistische Tendenzen fur Behandlungseffekte an den
Tagen 6 und 8 aus. Ein hochsignifikanter Einfluss der Laktationsgruppe wird auch hier

ersichtlich, da EK haufiger einen abgestellten Schwanz zeigen (Tabelle 35).
4.2.3.3.2 Erstbesamungserfolg

Die Behandlung hat keinen Effekt auf den EBE der Kiihe (OR fir FTD vs. PL bei der ersten
Besamung tragend zu werden: 0,70 (95 % KIl: 0,34 — 1,44); p = 0,821; Tabelle 34). Ein Einfluss

der Laktationsgruppe ist erkennbar (p = 0,06), da EK einen héheren EBE aufweisen als MK.
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Tabelle 34: Effekte der Behandlung auf die binar skalierten Parameter: Riickenposition, Schwanzhaltung und Erstbesamungserfolg

Gruppe p Odds ratio (FTD vs. PL)
Parameter PL FTD SF Gr Tag Lakt GrxTag GrxLakt Tag x Lakt OR 95 % Ki
unten oben
Riicken 0,42 0,29 0,04 < 0,001 0,02 < 0,001 0,44 0,47 0,36 0,38 0,22 0,66
Schwanz 0,28 0,20 0,03 < 0,001 0,001 < 0,001 0,35 < 0,01 0,07 0,34 0,19 0,60
EBE 0,37 0,36 0,07 0,82 - 0,06 - 0,17 - 0,70 0,34 1,44

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, SF = Standardfehler, Gr = Gruppe, Lakt = Laktation, OR = Odds Ratio, KI = Konfidenzintervall, p = Signifikanzwert,
EBE = Erstbesamungserfolg. Rastzeit wurde als Covariate in das Modell fir EBE eingeschlossen (p= 0,103). Die Parameter Rickenposition und Schwanzhaltung an Tag 2 wurden
als Covariate in die Modelle flr Riickenposition und Schwanzhaltung eingeschlossen (jeweils p < 0,001). Tag 2 wurde daflr aus der Messwiederholung entfernt. Referenzkategorie
fur die Berechnung der OR der bindren Parameter ist die jeweils niedrigere Scorezahl (z.B.: Riicken = 0), bei der Variable Behandlungsgruppe dient die PL Gruppe als
Referenzkategorie.

Die hochsignifikanten Einflisse der Laktationsgruppe bei Rickenpositon und Schwanzhaltung und ihre Interaktion mit der Behandlungsgruppe beim
Parameter Schwanzhaltung rechtfertigt die Anfertigung separater Modelle fir EK und MK. Tabelle 35 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 35: Effekte der Behandlung auf die binar skalierten Parameter: Riickenposition und Schwanzhaltung bei Erst- bzw. Mehrkalbskiihen

Lakt. 1 Lakt. 2 2
Gruppe p Gruppe p
Parameter PL FTD SF Gr Tag Gr x Tag PL FTD SF Gr Tag Gr x Tag
Riicken 0,30 0,21 0,08 0,03 0,08 0,54 0,49 0,38 0,06 <0,001 0,08 0,25
Schwanz 0,39 0,24 0,07 <0,001 0,08 0,73 0,19 0,17 0,02 0,35 < 0,01 0,58

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, SF = Standardfehler, Gr = Gruppe, Lakt = Laktation, p = Signifikanzwert. Die Parameter Rickenposition und
Schwanzhaltung an Tag 2 wurden als Covariaten in das jeweilige Modell eingeschlossen (jeweils p < 0,001). Tag 2 wurde dafiir aus der Messwiederholung entfernt.

Bei der separaten Betrachtung der Laktationsgruppen wird deutlich, dass sich die Behandlung bei den EK insbesondere hochsignifikant auf die
Schwanzhaltung auswirkt (weniger Kihe in der FTD Gruppe mit abgestelltem Schwanz verglichen mit der Kontrollgruppe; OR fur FTD vs. PL: 0,36
(95 % KI: 0,14 — 0,89); p < 0,001), wahrend die behandelten MK hochsignifikant seltener einen aufgekrimmten Rucken aufweisen als die

unbehandelten Kontrolltiere (OR fur FTD vs. PL: 0,39 (95 % KI: 0,24 — 0,65); p < 0,001). (OR fur FTD vs. PL (MK) den Schwanz abzustellen: 0,61
(95 % KI: 0,34 — 1,09); p = 0,35. OR fur FTD vs. PL (EK) den Rucken aufzukrimmen: 0,60 (95 % KI: 0,23 — 1,58); p = 0,03.)
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Abbildung 34: Effekte der Behandlung auf den Anteil an Kiihen (%) in der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe mit aufgekrimmtem Riicken (A) bzw. vom

Korper abgestelltem Schwanz (B). Tag 2 p.p. (Tag der Behandlung) wurde als Kovariate in das Modell aufgenommen. * kennzeichnet signifikante Effekte innerhalb eines
Tages (p < 0,05), Chi-Quadrat-Test.
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4.2.3.4 Effekte der Behandlung auf das Abgangsrisiko und die Chance auf
Trachtigkeit

Angegeben wird hier die HR (s. 3.2.8.6) als Maf fir das Risiko bzw. die Ereignischance.
4.2.3.4.1 Abgangsrisiko innerhalb von 60 Tagen in Milch

Innerhalb der ersten 60 Tage in Milch verlassen 14 Kiihe aus der PL Gruppe und 20 Kiihe aus
der FTD Gruppe ihren Betrieb durch Schlachtung oder Tod. Statistisch gesehen besteht kein
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (HR (FTD vs. PL): 1,20 (95 % KI: 0,855 —
1,693); p = 0,288; Tabelle 36, Abbildung 35).

Tabelle 36: Effekte der Behandlung auf das Abgangsrisiko innerhalb von 60 Tagen in Milch

Koeffizient SF HR (95 % KIl) P
Gruppe
PL Bezug
FTD 0,185 0,174 1,203 (0,855 — 1,693) 0,288
Lakt
1. Bezug
2 2. 0,265 0,214 1,304 (0,857 — 1,984) 0,216
Betrieb 0,495
1 Bezug
2 0,209 0,239 1,232 (0,772 —-1,967) 0,382
3 0,089 0,241 1,093 (0,682 — 1,753) 0,712

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, SF = Standardfehler des Koeffizienten, HQ = Hazard
Quotient, Kl = Konfidenzintervall, p = Signifikanzwert
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Abbildung 35: Uberlebenszeitdiagramm zur Darstellung des Behandlungseffektes auf das Abgangsrisiko

der Kiihe in der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe
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4.2.3.4.2 Chance auf Trachtigkeit innerhalb von 200 Tagen in Milch

Die Chance auf eine Trachtigkeit innerhalb von 200 Tagen in Milch wird nicht von der
Behandlung beeinflusst (HR (FTD vs. PL): 1,068 (95 % KIl: 0,850 — 1,340); p = 0,573; Tabelle
37, Abbildung 36). Im Median betragt die Gustzeit 147 (95 % Kl: 126,2 — 167,8) Tage fur Kihe
in der PL Gruppe und 133,7 (95 % KI: 105,0 — 135,0) Tage fur Kiihe der FTD Gruppe.

Tabelle 37: Effekte der Behandlung auf die Chance einer Trachtigkeit innerhalb von 200 Tagen in Milch

Koeffizient SF HR (95 % KIl) P
Gruppe
PL Bezug
FTD 0,065 0,116 1,068 (0,850 — 1,340) 0,573
Laktation
1. Bezug
2 2. -0,081 0,126 0,922 (0,720 —1,181) 0,520
Betrieb 0,008
1 Bezug
2 -0,147 0,147 0,864 (0,648 — 1,152) 0,318
3 0,308 0,144 1,360 (1,025 — 1,805) 0,013
Rastzeit -0,016 0,003 0,984 (0,978 — 0,990) < 0,001

PL = Placebo Gruppe, FTD = Finadyne® Transdermal Gruppe, SF = Standardfehler des Koeffizienten, HQ = Hazard
Quotient, KI = Konfidenzintervall, p = Signifikanzwert
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Abbildung 36: Uberlebenszeitdiagramm zur Darstellung des Behandlungseffektes auf die Giistzeit der

Kiihe in der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe
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5. Diskussion
5.1 Diskussion Vorstudie

5.1.1 Vergleich der Betriebe

Hp, SAA und TP zeigen in ihrer mittleren Serumkonzentration signifikante Unterschiede
zwischen den Betrieben auf. Hingegen ist die Verteilung der Serumkonzentrationen von CRP,
Cp und Alb Uber die zehn untersuchten Betriebe statistisch gesehen gleich.

Betrachtet man die Rangfolgen, welche sich aus den mittleren Serumkonzentrationen der APP
ergeben (s. 4.1.2, Abbildung 8), zeichnet sich ein heterogenes Bild ab. Zum Teil scheinen von
den APP sogar kontrare Aussagen zum Entziindungsniveau der Betriebe getroffen zu werden.
Eine Ursache dafir konnte sein, dass die hier untersuchten APP unterschiedliche
Charakteristika aufweisen und nicht alle gleich schnell und in vergleichbar starkem Ausmaf
auf das Einwirken einer Noxe reagieren (s. Tabelle 4 und Tabelle 5) (BOSSAERT et al. 2012,
CECILIANI et al. 2012). Mdglicherweise waren die Moderate und Minor APP (Cp, Alb) nicht in
der Lage, signifikante Unterschiede zwischen den Betrieben zu zeigen, weil ihre
Reaktionsamplitude nicht ausreicht, um eine statistische Signifikanz der Unterschiede zu
erreichen. TP hingegen zeigt signifikante Unterschiede auf, was vermutlich auf die Auslenkung
der Globulinfraktion und damit auch der im TP enthaltenen APP zuriickzufiihren sein kénnte.
Auch die mittleren Konzentrationen der beiden Major APP Hp und SAA bilden eine
unterschiedliche Rangfolge der Betriecbe ab. Im Falle von Hp liegt die mittlere
Serumkonzentration bei der Halfte der Betriebe oberhalb bzw. unterhalb der Referenzgrenze
fur gesunde Kuhe p.p. Die SAA Konzentration liegt im Mittel nur bei einem Betrieb oberhalb
der Referenzgrenze.

Einige Studien haben bereits das Phanomen beschrieben, dass Hp und SAA in erkrankten
Tieren nicht immer das gleiche Reaktionsmuster aufweisen. So konnten bei erkrankten Tieren
zum Teil erhéhte Serumspiegel des einen APP gefunden werden, wahrend sich das jeweils
andere im Normbereich befand (HUMBLET et al. 2006). Einige Autoren sahen die Ursache fiir
diese unterschiedliche Reaktionsmuster von Hp und SAA in der unterschiedlichen Sensibilitat
der beiden Proteine flr bestimmte Noxen bzw. Erkrankungskomplexe: So wurde Hp haufig als
besonders geeignet zur ergdnzenden Diagnostik und Prognostik von Metritiden beschrieben
(HUZZEY et al. 2009, DUBUC et al. 2010, BRODZKI et al. 2015), wahrend SAA sich als
besonders aussagekraftig im Falle von Mastitiden erwies (ECKERSALL et al. 2001, PYORALA
2003, NIELSEN et al. 2004).

Zusatzlich kénnten die genannten Befunde darauf zurlickzufiihren sein, dass es individuelle
Unterschiede zwischen den Kuhen hinsichtlich ihrer Stresstoleranz, Widerstandsfahigkeit und

immunologischen Resistenz gibt (SHELDON et al. 2019). Dadurch kann davon ausgegangen
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werden, dass einzelne Individuen im jeweiligen Betrieb mehr oder weniger ausgepragt mit
einer APR auf die Kalbung reagieren, was die intra- und interbetriebliche Variabilitdt erhéhen
und die Unterschiede in den Aussagen der APP erklaren konnte.

CRP ist beim Rind bisher nicht als APP eingestuft worden (CECILIANI et al. 2012) und zeigt
in der hier vorliegenden Studie keine Unterschiede zwischen den Betrieben. Zudem befinden
sich die Serumkonzentrationen der frischlaktierenden Kuhe aller zehn Betriebe im
Referenzbereich fur gesunde Kihe. Dies unterstitzt die bisherige Annahme, dass das CRP
beim Rind nicht als diagnostischer Marker fir APR geeignet ist.

Cp ist als APP des Rindes beschrieben, Uberschreitet aber in dieser Studie bei keinem der
Betriebe die Referenzgrenze fur gesunde Kuhe p.p. (HUSSEIN et al. 2012) (s. Tabelle 7). Hier
ist die Vergleichbarkeit der Messwerte zwischen den Studien zu hinterfragen. Unabhangig von
der allgemeinen Unterschreitung der Referenzgrenze unterscheidet die Serum Cp
Konzentration die Betriebe zumindest tendenziell voneinander (p = 0,08), liefert aber, nach
aufsteigenden Konzentrationen sortiert, wiederum eine andere Reihenfolge als die Proteine
Hp und SAA. Bei der Nutzung der Cp Konzentration fur die Beurteilung einer APR muss die
Kupferabhangigkeit von Cp berlcksichtigt werden (BLAKELY und HAMILTON 1985, LAVEN
et al. 2007). Diese konnte die Vergleichbarkeit von Betrieben im Hinblick auf die tatsachliche
Auspragung der Entzindungsreaktion erschweren, da die Kupferversorgung und
insbesondere die metabolische Verfigbarkeit von Kupfer flr die Synthese von Cp in den
Betrieben unterschiedlich sein konnte (LOPEZ-ALONSO und MIRANDA 2020).

5.1.2 Beziehungen zum Metricheck Score und der Korpertemperatur

In der vorliegenden Untersuchung zeigte Hp von allen gemessenen APP innerhalb von 0 — 8
Tagen p.p. die starkste Beziehung zum MC Score und der RKT. Der enge Zusammenhang
von Hp mit akuter puerperaler Metritis ist bereits hinreichend bekannt (SCHNEIDER et al.
2013, POHL et al. 2015, BARRAGAN et al. 2018b), ebenso wie die Korrelation der Serum Hp
Konzentration mit dem Schweregrad dieser Erkrankung (HIRVONEN et al. 1999, HUZZEY et
al. 2009). Erst zu einem spateren Beprobungszeitpunkt im Puerperium (Tag 22 bzw. 28 — 32
p.p.) fanden BRODZKI et al. (2015) und KAYA et al. (2016) auch signifikante Beziehungen
von Cp und SAA zu Endometritiden, fir welche Hp laut BRODZKI et al. (2015) und DUBUC et
al. (2010) zudem bereits innerhalb der ersten Woche p.p. einen signifikanten Pradiktor
darstellte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Hp bereits in der ersten Woche p.p. zur
Einschatzung des Risikos einer akuten puerperalen Metritis (und spater Endometritis) geeignet
sein kénnte, wahrend Cp und SAA erst spater reagieren.

Neben dem Vorliegen von stinkendem, wassrigen, rétlich-braunlichen Vaginalausfluss ist
Fieber Teil der Definition von akuter puerperaler Metritis (SHELDON et al. 2006) und haufig

Teil einer APR (s. 2.1). Somit sind die hier berichteten hochsignifikanten Korrelationen
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zwischen dem Serum Hp Spiegel und der RKT sowie dem MC Score verstandlich, jedoch
kénnen diese mit den Korrelationskoeffizienten r = 0,45 bzw. r = 0,48 lediglich als gering
bewertet werden. Der Begriff Metritis darf laut SHELDON et al. (2006) fur Kihe mit verzdgerter
Ruackbildung des Uterus und stinkendem, wassrigen, rétlich-braunlichen Vaginalausfluss
gewahlt werden, welche kein Fieber aufweisen. AuRerdem sind tierindividuelle Variationen der
klinischen Auspragung von Metritis bekannt (SHELDON und DOBSON 2004). Somit kdnnte
der MC Score, ebenso wie die Korpertemperatur, nicht bei jedem Tier zu jedem
Erhebungszeitpunkt exakt den Schweregrad der Erkrankung und der systemischen
Entziindungsreaktion wiedergeben. Auch reagiert die Serum Hp Konzentration tierindividuell
unterschiedlich stark auf kalbungsassoziierte Stressoren, was sowohl aus der Streuung der
selbst erhobenen Werte hervorgeht (s. 4.1.1.2, Tabelle 24 und 4.1.2, Abbildung 8) als auch
zuvor berichtet wurde (CHAN et al. 2010). Nicht zuletzt ist das im Rahmen einer APR vermehrt
synthetisierte Hp unspezifisch fir die Art der Noxe (s. 2.1), was die zwar signifikanten, aber

vergleichsweise schwachen Korrelationen weiter erklaren kann.

5.1.3 Vergleich Serum, EDTA-Plasma und Heparinplasma

Die Serumkonzentrationen von Hp und TP, bestimmt mittels Nasschemieautomat, sind
signifikant niedriger als in beiden Plasmaarten. Cp, ebenfalls mittels Nasschemieautomat
bestimmt, weist eine niedrigere Konzentration im Serum auf als in Lithium-Heparinplasma, die
niedrigsten Werte dieses Proteins finden sich allerdings in EDTA-Plasma.

Der Fund von niedrigeren TP Konzentrationen im Serum im Vergleich zu Plasma ist
erwartungsgemalf, da das TP sich aus Alb, Globulinen und Gerinnungsfaktoren (u.a. Fb)
zusammensetzt (ALBERGHINA et al. 2011). Letztere sind mageblich an der Formation eines
Gerinnungsthrombus beteiligt und fehlen daher im Serum (zusammengefasst von LOWE et al.
(2004)). Dieser Zusammenhang wird hier auch durch die Konzentration von Alb bestatigt,
welche in allen drei Probenmaterialien statistisch gleich ist und mit 46,9 % bzw. 44,7 % einen
zu erwartenden Anteil am TP aus Serum bzw. Plasma einnimmt (ALBERGHINA et al. 2011).
Die Materialdifferenzen im Falle von Hp sind in der Literatur weniger ausfihrlich beschrieben.
Da die ELISA-Testkits fur Hp, SAA und CRP keine Unterschiede zwischen den
Probenmaterialien aufzeigen, ist der Grund fir die Abweichungen der Hp Konzentration
zwischen Serum und Plasma mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Analysemethodik des
Nasschemieverfahrens zu suchen. Hierbei wird die Peroxidaseaktivitdt des von Hp
gebundenen Hamoglobins im sauren Milieu gemessen und dadurch auf den Gehalt der Probe
an Hp geschlossen (OWEN et al. 1960, MAKIMURA und SUZUKI 1982). Eine mdgliche
Ursache fiur die Materialdifferenzen kénnte sein, dass im Plasma enthaltene Bestandteile mit
Peroxidaseaktivitat den Hp Gehalt im Plasma falsch hoch erscheinen lassen. Letztere Theorie

kann in Anlehnung an eine Studie aufgestellt werden, in welcher falsch hohe Hp
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Konzentrationen in Milchproben entdeckt wurden, die Lactoperoxidase enthielten
(ECKERSALL et al. 2001). Falsch hohe Hp Konzentrationen wurden zuvor bereits in Serum
beschrieben und konnten auf eine Interferenz mit Alb (Bildung von Alb-Hematin-Komplexen
und folglich erhdhte Peroxidaseaktivitat) zurickgefuhrt werden (ECKERSALL et al. 1999). Das
Hinzuflgen eines speziellen Reagenten (SB-7, Internationale Patentnr. PCT/GB98/03407)
zum Hp Assay l0ste dieses Problem (ECKERSALL et al. 1999). Moglicherweise ist die
Methode nicht fir Plasmaproben geeignet, oder es Bedarf bei der Nutzung von Plasma
spezifischer Referenzwerte.

HUSSEIN et al. (2012) fanden bei vergleichenden nasschemischen Analysen von Cp den
gleichen Effekt wie in dieser Studie (Konzentration in Heparinplasma > Serum > EDTA-
Plasma). Fur die Analyse von Cp wird, ahnlich wie bei Hp, die Oxidaseaktivitat des Proteins
am Indikator p-Phenylendiamin gemessen und dadurch auf die Konzentration in der Probe
geschlossen. Eine mdgliche Ursache flr niedrigere Werte im Serum kdnnte laut PAYNTER
(1982), LAVEN et al. (2007) und HUSSEIN et al (2012) der Gerinnungsprozess sein, bei
welchem Cp Molekile im Koagel komplexiert und somit zurlickgehalten werden kénnten. Fur
die Erklarung der niedrigen Messwerte von Cp in EDTA-Plasma muss allerdings die
Oxidaseaktivitat herangezogen werden. Vermutlich wird diese von der Chelatkomplexbildung
durch EDTA beeintrachtigt, in deren Folge dem Cp Molekil Kupferatome fir die
Elektronenaufnahme fehlen (HUSSEIN et al. 2012).

5.1.4 Vergleich der Nasschemieautomaten mit den ELISA-Testkits

Der Nasschemieautomat lieferte in dieser Studie im Mittel 40% hoéhere Hp Konzentrationen
aus Serumeinzelproben als das ELISA-Testkit (0,68 g/l vs. 0,41 g/l; s. 4.1.1.2, Tabelle 24),
aber die Ergebnisse beider Messmethoden waren eng miteinander korreliert (r = 0,855, p <
0,001, s. 4.1.6, Abbildung 17). COOKE und ARTHINGTON (2013) ermittelten im Durchschnitt
mehrerer Messungen 56% hdhere Hp Konzentrationen mittels nasschemischer Methode
(basierend auf der Peroxidaseaktivitat von Hamoglobin) im Vergleich zu einem kommerziellen
ELISA-Testkit (Life Diagnostics, West Chester, USA). Auch hier waren die Ergebnisse der
beiden Methoden eng miteinander korreliert (r = 0,97, p < 0,01). Die hoéhere Differenz der
Ergebnisse in der o0.g. Studie im Vergleich zu der hier vorliegenden (56% vs. 40%) kénnte
auBerdem darauf zurlckzuflhren sein, dass Lithium-Heparinplasma fir die Analysen
verwendet wurde, in welchem nach den hier gezeigten Ergebnissen verglichen mit Serum
héhere Werte zu erwarten sind (s. 4.1.1.3 und 5.1.3). Gleichzeitig bedeutet dies, dass die
Unterschiede zwischen den beiden Methoden nicht materialabhangig sind, sondern sowohl
bei Serum- als auch Plasmaproben auftreten. ECKERSALL et al. (1999) entdeckten ebenfalls

héhere Hp Konzentrationen in Serumproben, welche mittels nasschemischer Methode
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analysiert wurden, im Vergleich zu einem Immundiffusionstest und gaben unterschiedliche
Kalibrierldsungen fir die jeweiligen Tests als Ursache der Werteabweichung an.

Im Hinblick auf die Prazision der Messungen wies der Nasschemieautomat in dieser Studie
grundsatzlich die engere Beziehung zwischen doppelt gemessenen Proben auf als die ELISA-
Testkits (s. 4.1.6, Tabelle 28). Durch den limitierten Messbereich des ELISA Verfahrens
mussen bei Uber die obere Messgrenze hinausgehenden Gehalten des jeweiligen Proteins
hohe Verdinnungen erstellt werden. Bei APP stellt dies eine besondere Herausforderung dar,
da diese Proteine im Rahmen von Entziindungsgeschehen (wie hier nach der Kalbung) zum
Teil einen bis zu 1.000-fachen Anstieg im Serum bzw. Plasma zeigen. Der negative Effekt der
Verdinnung auf die Prazision der Messung des Hp ELISA konnte durch die vergleichende
Messung von vorverdinnten und unverdinnten Proben deutlich gemacht werden (s. 4.1.6,
Abbildung 21 und Abbildung 22).

5.2 Diskussion Hauptstudie

5.2.1 Effekte der Behandlung auf Stoffwechsel- und Entziindungsparameter

Die Serumkonzentration des positiven APP Hp war niedriger und die des negativen APP Alb
war hoher bei behandelten EK im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei MK wurden keine
Behandlungseffekte festgestellt. Fur diese differenzierte Reaktion gibt es verschiedene
Erklarungsansatze.

Aufgrund des direkten Zusammenhangs der hepatischen Synthese von APP mit Interleukinen
und TNF-a, welche wiederum in komplexen Wechselwirkungen mit von den COX Enzymen
gebildeten Prostaglandinen stehen (HINSON et al. 1996, EK et al. 2000) (s. 2.1), ist eine
Reduktion der Serum Hp Konzentration und eine Erhéhung der Serum Alb Konzentration nach
der Behandlung mit einem NSAID plausibel.

Die Behandlung von frischlaktierenden Milchkiihen mit KET (KOVACEVIC et al. 2018), ASS
(BERTONI et al. 2004, BARRAGAN et al. 2018a, BARRAGAN et al. 2020b) und MEL
(PASCOTTINI et al. 2020) fuhrte ebenfalls zu verringerten Serumkonzentrationen von Hp.
PASCOTTINI et al. (2020) beobachteten allerdings keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen in der Serum Alb Konzentration. Andere Autoren konnten weder bei ASS
(MONTGOMERY et al. 2019, BARRAGAN et al. 2021) noch MEL (NEWBY et al. 2013b,
MAINAU et al. 2014) Behandlungseffekte auf die Serum Hp Konzentration feststellen.
GROSSI et al. (2013) behandelten Kihe ab 7 Tagen vor der Kalbung taglich mit ASS und
beobachteten sowohl vor als auch nach der Kalbung signifikant hdhere Serum Hp und
niedrigere Serum Alb Konzentrationen bei der Behandlungsgruppe. BARRAGAN et al. (2020c)
beobachteten nach zwei oralen Gaben von ASS bei Kiihen nach der Kalbung keine Effekte
auf die Serum Hp Konzentration. Mit einem intensiveren Behandlungsregime (vier orale Gaben
von ASS) berichteten BARRAGAN et al. (2020b) schlieBlich eine signifikante Verringerung der

117



Diskussion

Serum Hp Konzentration, was darauf schlieRen lasst, dass die Intensitat des
Behandlungsregimes relevant fur die Beeinflussung der APR ist. Die Verringerung der Serum
Hp Konzentration beobachteten BARRAGAN et al. (2020b) jedoch ausschlieBlich bei MK, was
den Ergebnissen der hier vorliegenden Hauptstudie widerspricht.

ASS entfaltet bei Milchkiihen neben den NSAID-typischen antipyretischen, analgetischen und
antiinflammatorischen Wirkungen mit COX-1 Praferenz weitere Eigenschaften, wie eine
veranderte Pansenfermentation und Insulinsensitivitat peripherer Gewebe (KOPP und
GHOSH 1994, YUAN et al. 2001, FARNEY et al. 2013a, CARPENTER et al. 2017,
MONTGOMERY et al. 2019) (s. 2.6.4.1 und 2.6.5.3). Damit unterscheidet es sich von dem
klassischen COX-1-Hemmer FLUN, was die kontroversen Ergebnisse bezuglich der Hp
Konzentrationen von behandelten EK und MK teilweise erkaren kdnnte. Insbesondere weil MK
im Vergleich zu EK zu Laktationsbeginn eine ausgepragtere NEB erfahren (XU et al. 2018)
und ein hdheres Risiko flr verschiedene metabolische Erkrankungen wie Hypocalcamie
(VENJAKOB et al. 2017) und Ketose (MCART et al. 2012) aufweisen, konnten die genannten
zusatzlichen Wirkungen von ASS bei MK starkere Effekte als bei EK haben. Gleichzeitig
profitieren EK im Vergleich zu MK mdglicherweise starker von der frihen postpartalen Gabe
von FLUN (hier: FTD), weil dieses als sehr potenter COX-1-Hemmer agiert und damit die bei
EK besonders stark ausgepragte Entzindungsreaktionen (s. 2.5.2.2) effektiv reduziert.
Letztere Hypothese wird auch dadurch unterstitzt, dass die Konzentration von NSAID
aufgrund einer erhdhten Gefalipermeabilitat und vermehrt vorhandenen Bindungsproteinen in
entzlindeten Geweben, verglichen mit gesunden Geweben, Uber langere Zeit erhdht ist, was
die Effektivitat der Entziindungshemmung steigert (MARTINEZ und MODRIC 2010).

Des Weiteren sind altersbedingte Unterschiede in der Pharmakokinetik von FLUN (hier: FTD)
zwischen EK und MK zu bedenken. KLEINHENZ (2018) beobachtete signifikant
unterschiedliche pharmakokinetische Charakteristika von transdermal appliziertem FLUN bei
zwei- bzw. acht Monate alten Kalbern. Jiingere Kalber hatten dabei eine héhere maximale
Plasmakonzentration und niedrigere halbmaximale Hemmkonzentration (bezogen auf PG E2)
verglichen mit den alteren Kalbern, was auf eine hohere klinische Effektivitat von
transdermalem FLUN bei jungeren Kalbern hinweist. Die mit dem Alter zunehmende Hautdicke
sowie eine beschleunigte Verstoffwechselung des Medikaments Uber die Leber bei alteren
Tieren wurden als mdgliche Ursachen fur diese Erkenntnisse diskutiert. Auf die Situation von
peripartalen Milchkihen Ubertragen, kénnte ein beschleunigter Abbau des Medikaments in der

Leber bei MK mit héherer Milchleistung und aktiverem Leberstoffwechsel denkbar sein.
Die Behandlung mit FTD wurde in der vorliegenden Hauptstudie bei MK durch geringflgig

niedrigere Serumkonzentrationen von BHB im Vergleich zur Kontrollgruppe reflektiert. Die

Serum NEFA Konzentration wurde durch die Behandlung nicht beeinflusst. Behandelte EK
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zeigten keine Unterschiede in den Serumkonzentrationen von NEFA und BHB. Diese Befunde
bestatigen die Ergebnisse der Studie von (BARRAGAN et al. 2020c). Andere Autoren
berichteten niedrigere BHB Konzentrationen in mit CAR, ASS bzw. KET behandelten frih
postpartalen Kiilhen unabhangig von der Laktationszahl (MEIER et al. 2014, CARPENTER et
al. 2016, KOVACEVIC et al. 2018). Im Gegensatz dazu konnten MONTGOMERY et al. (2019)
keine Effekte der Behandlung mit ASS auf die untersuchten Blutparameter (NEFA, BHB,
Insulin, Laktat, Adiponektin und TNF-a) feststellen. CARPENTER et al. (2016) fanden
ebenfalls keine Behandlungseffekte von MEL und ASS auf die Serum NEFA Konzentration.
Fiar gewohnlich gelten sowohl die NEFA als auch BHB als Indikatoren fur das Ausmal} einer
NEB, der damit einhergehenden Mobilisation von Korperfett sowie der Bildung von
Ketonkdérpern und sind mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko, verminderter Milchleistung und
schlechterer Fruchtbarkeit in der Folgelaktation assoziiert (OSPINA et al. 2010, OSPINA et al.
2013). Vermutlich primar aufgrund ihrer unterschiedlichen zeitlichen Dynamik sind die beiden
Blutparameter peripartal allerdings relativ schwach miteinander korreliert (MCCARTHY et al.
2015, DE KOSTER et al. 2019).

Die zu Laktationsbeginn bei Milchkihen vorliegende NEB fuhrt zunachst zu einer Mobilisation
von Korperfett in Form von NEFA, die Uber die Leber auf verschiedenen Wegen
verstoffwechselt werden (HERDT 2000, LEBLANC 2010). Teilweise werden sie vollstandig zu
Acetyl-CoA oxidiert und fungieren als direkte Energiequelle fir den Organismus. Einige NEFA
werden zu Triglyceriden verestert, dann zu Lipoproteinen mit hohem Fettanteil (engl.: Very
Low Density Lipoproteins, VLDL) verpackt und zu anderen Zielgeweben transportiert, die sie
oxidieren und in Energie umwandeln kénnen (bspw. Skelettmuskulatur).

Das Euter der frischlaktierenden Kuh nutzt die Fettsauren fir die Milchfettsynythese.
Uberschiissige Triglyceride verbleiben in den Hepatozyten und tragen sukzessive zur
Entstehung des Fettlebersyndroms bei. Bei Ubermafiger Akkumulation von NEFA in der
Leber, die nicht mehr vollstandig oxidiert werden kénnen, entstehen aullerdem Ketonkérper
als Folge (HERDT 2000, LEBLANC 2010).

NEFA konnen daher bereits antepartal flr die Identifikation von Tieren mit erhdhtem
Erkrankungsrisiko p.p. genutzt werden, wahrend die Blut BHB Konzentration sich in der Regel
erst postpartal fur die Diagnosestellung der Ketose und damit fir die ldentifikation von
Risikotieren anbietet (OETZEL 2004, OSPINA et al. 2010, CHAPINAL et al. 2011). Die Serum
NEFA Konzentration hat in den zwei Wochen um die Kalbung sogar einen starkeren
pradiktiven diagnostischen Wert fur postpartale Erkrankungen (CHAPINAL et al. 2011).

Einen starken regulatorischen Einfluss sowohl auf die Mobilisation als auch die Art der
Verstoffwechselung von NEFA haben der Blutglukosespiegel und die Hormone Insulin und
Glukagon (HERDT 2000). Beispielsweise wird bei ausreichender Glukoseverfigbarkeit und

héherem Insulinspiegel die Aufnahme von NEFA aus dem Zytoplasma in die Mitochondrien
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der Hepatozyten direkt herabgesetzt und folglich die Bildung von Ketonkérpern vermindert
(HERDT 2000). Die Glukoseverfugbarkeit wird wiederum stark von der Futteraufnahme und
der Effektivitat der Pansenfermentation im Hinblick auf Propionat, einem unmittelbaren
Vorlaufer von Glukose in der Glukoneogenese, beeinflusst.

Es ist daher moglich, dass die Behandlung der frisch abgekalbten Kihe mit FTD die
Futteraufnahme férderte und demnach durch eine direkte Verbesserung der
Glukoseverfugbarkeit die Synthese von Ketonkdrpern reduzierte, wahrend die Mobilisation von
NEFA so schnell nicht beeinflusst werden konnte. Diese Hypothese wird auch dadurch
gestitzt, dass die Lipomobilisation im Unterschied zur Ketonkdrpersynthese zusatzlich stark
durch Katecholamine reguliert wird (HERDT 2000). Zwar ist eine Verbindung zwischen IL-1
und PG E2 mit der Ausschittung von Corticotropin-Releasing-Hormone (CRH) im Gehirn und
somit mit der Katecholaminsynthese beschrieben, die Zusammenhange sind aber sehr
komplex (EK et al. 2000).

Nicht zuletzt kann auch die Sensitivitat und Spezifitat der Labordiagnostik gro3en Einfluss auf
die Ergebnisse haben. Die Messung von NEFA ist vergleichsweise storungsanfallig, die
Serumkonzentration ist aufgrund des Katecholamineinflusses durch Stress bei der Beprobung
schnell erhoht (LEROY et al. 2011) und aulRerdem stark abhangig vom Beprobungszeitraum
in Relation zur Futteraufnahme (OETZEL 2004). Die somit komplexere Praanalytik bei NEFA
im Vergleich zu BHB konnte dazu beigetragen haben, dass feine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen bei BHB deutlich wurden, wahrend diese bei den NEFA nicht erkannt
wurden.

Ein Grund daflr, dass der Effekt der Behandlung nur bei MK signifikant war, ist vermutlich die
grolkere Wertespreizung und starkere Auslenkung der Serum BHB Konzentration bei MK,
welche grundsatzlich aufgrund der hoéheren Leistung und weiteren metabolischen
Unterschieden ein erhohtes Risiko flr Ketosen aufweisen (MCART et al. 2012). Weiterhin
spielt héchstwahrscheinlich die durch die Behandlung herabgesetzte Milchleistung der MK,
insbesondere zur ersten MLP nach der Kalbung (s. 4.2.3.1.2.2, Abbildung 27 und Abbildung
28), eine Rolle bei den beobachteten Unterschieden hinsichtlich der Serum BHB
Konzentration. Aus einer niedrigere Milchleistung folgt eine geringere NEB und demnach eine
geringere Ketonkoérperbildung.

Zum Teil existieren deutliche bis kontroverse Unterschiede zwischen den Literatuquellen im
Hinblick auf die Beeinflussung von Stoffwechsel- und Entziindungsparametern durch die
NSAID Gabe. Méglich Ursachen fir diese Diskrepanzen liegen in der Wahl des NSAID und
dessen jeweiliger Wirkungsweise, dem Behandlungsregime (Abstand zur Kalbung bei der
Behandlung, Dosierung, Haufigkeit der Gabe), der Applikationsform und der damit
einhergehenden Pharmakokinetik sowie dem Protokoll der Blutprobenentnahme (Abstand zur

Kalbung bei erster Beprobung, Haufigkeit und Intervall weiterer Beprobungen, Erfassung der
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charakteristischen Dynamik des jeweiligen Zielparameters) und der Analysemethode
(Sensitivitat, Spezifitat, Prazision). Aber auch der Stichprobenumfang variierte zwischen den
Studien erheblich, was zu Diskrepanzen in der Aussagekraft der Ergebnisse fihrt. Zu
Bedenken ist nicht zuletzt, dass in die vorliegende Hauptstudie auf Basis der Vorstudie drei
Betriebe mit erhdhtem Risiko fir postpartale Entziindungsreaktionen eingeschlossen wurden.
Diese Vorgehensweise unterscheidet sich von den meisten anderen Studien, bei denen
uberwiegend eine zufallige Auswahl von Milchviehbetrieben oder Testherden getroffen wurde.
Es ist nicht auszuschlieRen, dass eine mehrfache Behandlung mit FTD bei Kihen in der
vorliegenden Studienpopulation (mit erhéhtem Risiko fur systemische Entziindung nach der
Kalbung) starkere Effekte als die einmalige Applikation auf die untersuchten Blutparameter
gehabt hatte. Gleichzeitig ist es moglich, dass eine einfache Behandlung mit FTD in einer
anderen Studienpopulation (mit niedrigerem Risiko fir systemische Entziindung nach der
Kalbung) aufgrund niedrigerer Wertespreizung bspw. bei Hp oder BHB gar keine signifikanten

Effekte gezeigt hatte.

5.2.2 Effekte der Behandlung auf klinische Parameter

Die RKT war zwar signifikant, aber nur geringfligig niedriger in mit FTD behandelten EK
verglichen mit der Kontrollgruppe. Bei MK konnte kein Unterschied in der RKT zwischen den
Behandlungsgruppen festgestellt werden.

Die niedrigere Korpertemperatur bei behandelten EK kdnnte im Wesentlichen mit dem
antipyretischen Effekt von FTD zu erklaren sein, der bereits berichtet wurde (THESING et al.
2016). Es bleibt unklar, warum die RKT der MK durch die Behandlung unbeeinflusst blieb,
allerdings ist die gute Ubereinstimmung mit dem Reaktionsmuster von Hp bemerkenswert.
Insgesamt war die Korpertemperatur der EK hoher als die der MK, wie auch von anderen
Autoren beschrieben (WENZ et al. 2011, SUTHAR et al. 2012, BURFEIND et al. 2014). Mit
hoher Wahrscheinlichkeit ist dies auf eine erhdhte Stressbelastung, einhergehend mit einem
grolReren Risiko flr schwerere Kalbeverldufe und Verletzungen der weichen Geburtswege,
eine starkere Empfanglichkeit fir Erkrankungen der Gebarmutter und einen unterschiedlichen
peripartalen Stoffwechsel von EK, verglichen mit MK, zurlickzufiihren (SCHNEIDER et al.
2013, MAINAU et al. 2014, POHL et al. 2015, VENJAKOB et al. 2019). Méglicherweise war
daher der antipyretische Effekt der Behandlung in der ausgewahlten Studienpopulation (Kihe
mit leichten Geburtsverldufen und initial ohne Fieber) bei den EK durch eine grbRere
Wertespreizung deutlicher und daher statistisch signifikant.

Grundsatzlich widersprechen die hier gezeigten Ergebnisse der Studie von SHWARTZ et al.
(2009), die Flunixin Meglumin bei Milchkiihen innerhalb der ersten 5 Stunden p.p. und 3
weitere Tage in Folge intravends applizierten. In dieser Studie zeigten behandelte Kiihe ein

erhéhtes Risiko fur Fieber (> 39,5 °C) und eine reduzierte Trockenmasseaufnahme. Eine
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mdgliche Ursache flir diesen Widerspruch kénnte der Behandlungszeitraum sein, welcher bei
SHWARTZ et al. (2009) so nah an der Kalbung lag, dass die Hemmung der COX Enzyme und
die damit einhergehende Abnahme des luteolytischen PG F2-a (s. 2.6.2.1, Abbildung 5)
moglicherweise den Abgang der Nachgeburt gestort hat.

WAELCHLI et al. (1999), SHWARTZ et al. (2009) und NEWBY et al. (2017) berichteten
tatsachlich ein erhdéhtes Risiko flir Nachgeburtsverhaltungen bei mit Flunixin Meglumin
behandelten Milchkihen nach der Kalbung. Bei NEWBY et al. (2017) war dies auch mit einer
Erhéhung der Koérpertemperatur verbunden. Die Gabe des Medikaments vor der Kalbung
bewirkte in letztgenannter Studie auRerdem eine hdhere Inzidenz von Totgeburten, was die
obengenannte Hypothese unterstitzt, dass der Zeitpunkt der Gabe von Flunixin von
entscheidender Bedeutung fir die daraus resultierenden Effekte ist. Auch die antepartale
Behandlung mit ASS fihrte in der Studie von GROSSI et al. (2013) zu mehr
Nachgeburtsverhaltungen als in der Kontrollgruppe, was die Autoren auf die Beeinflussung
der Wirkungen von PG F2-a im Rahmen der Nachgeburtsablésung zurickfuhrten.

In der hier beschriebenen Hauptstudie wurden nur Kiihe im Zeitraum von 24 — 36 Stunden p.p.
behandelt, die keine Anzeichen einer Nachgeburtsverhaltung zeigten. Diese
Einschlusskriterien sollten negativen Effekten der Behandlung auf die Abldsung der
Nachgeburt vorbeugen. Die geringfugig niedrigere RKT bei behandelten EK in der
vorliegenden Studie kdnnte daher nicht nur auf den antipyretischen Effekt des Medikaments,
sondern auch auf den spezifischen Behandlungszeitraum und die Einschlusskriterien

zurtickzufuhren sein.

Passend zu den bereits genannten Befunden zeigten mit FTD behandelte EK in der
vorliegenden Studie, verglichen mit der Kontrollgruppe, ein geringeres Risiko fur Metritiden
(definiert als MC Score 2 und 3 bzw. UK 3 und 4).

Dies stimmt mit den Ergebnissen von BARRAGAN et al. (2021) lberein, die die Effekte der
zweifachen oralen Gabe von ASS auf die Uterusgesundheit in einer vergleichbaren
Studienpopulation untersuchten. Im Gegensatz dazu haben vorherige Studien bei mit ASS
behandelten Kihen ein erhdhtes Risiko fir Metritiden berichtet (BERTONI et al. 2004,
TREVISI und BERTONI 2008). FARNEY et al. (2013b) beobachteten ein erhdhtes
Metritisrisiko nach der Behandlung mit ASS nur flr Kihe ab der dritten Laktation. NEWBY et
al. (2017) berichteten mehr Metritiden bei mit FLUN behandelten Kiihen im Zusammenhang
mit dem ebenfalls erhdhten Risiko fur Nachgeburtsverhalten. Andere Studien konnten keine
Unterschiede im Metritisrisiko von mit MEL (MAINAU et al. 2014, SWARTZ et al. 2018) und
KET (RICHARDS et al. 2009) behandelten Kihen beobachten. Mdgliche Grinde fur
Diskrepanzen zwischen den Studien wurden bereits im vorherigen Kapitel erlautert. Besonders

die Auswahl des NSAID und dessen Wirkungsweise sowie der Zeitpunkt der ersten Applikation
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und die Intensitat des Behandlungsprotokolls sind wahrscheinlich starke Einflussfaktoren auf
das beobachtete Metritisrisiko von behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Am
Beispiel von FLUN wird deutlich, dass die zu friihe Gabe (vor oder direkt nach der Kalbung)
mit vermehrten Nachgeburtsverhaltungen und Metritiden verbunden ist (WAELCHLI et al.
1999, SHWARTZ et al. 2009, NEWBY et al. 2017), wahrend die hier durchgefiihrte
Behandlung innerhalb von 24 — 36 Stunden p.p. das Metritisrisiko, zumindest fur EK, signifikant
reduzierte. Bei der Gabe von ASS und dem erhdéhten Risiko fir Metritiden bei MK ab der dritten
Laktation (FARNEY et al. 2013b) sind erneut die speziellen Einflisse von ASS auf den
Pansen- und Energiestoffwechsel als mdgliche Ursachen anzusprechen. Der hier vorliegende
Unterschied im Metritisrisiko zwischen EK und MK passt gut zu den Beobachtungen bei der
Serum Hp Konzentration, da Hp als guter diagnostischer Marker flr Kihe mit Metritis gilt
(HUZZEY et al. 2009, DUBUC et al. 2010, BRODZKI et al. 2015) und bei behandelten EK
niedriger war als bei der Kontroligruppe. Es bleibt fraglich, ob MK von einem intensiveren

Behandlungsprotokoll mit FTD profitiert hatten.

Die Behandlung mit FTD beeinflusste die Parameter Haltung und Verhalten teilweise
signifikant. Hier verringerte die NSAID Gabe den Anteil an Kihen mit vom Korper abgestelltem
Schwanz und aufgekrimmtem Rucken, insbesondere am Tag nach der Behandlung. Dabei
reagierten die EK vor allem mit verringertem Abstellen des Schwanzes auf die Behandlung,
wahrend bei den MK insbesondere die Riickenkriimmung nachliel3.

Abnormale Schwanzpositionen und Rickenkrimmung sind typische Symptome von
abdominalen Schmerzen bei Kihen (MILLMAN 2013, BRAUN et al. 2020, YU et al. 2020). Die
Anwendung von NSAID hat in vorherigen Studien ebenfalls Symptome und diagnostische
Marker von Schmerz bei Milchkihen positiv beeinflusst (NEWBY et al. 2013a, BARRAGAN et
al. 2018a). Daher ist es wahrscheinlich, dass die analgetische Wirkung von FLUN den mit der
Kalbung verbundenen Schmerz reduziert und dadurch das Wohlbefinden der Kiihe gesteigert
hat. STOJKOV et al. (2015) berichteten eine signifikante Korrelation der Parameter
Rickenkrimmung und Metritis, was in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurde, aber
auch miteinander in Zusammenhang stehen konnte. Eine Beziehung zwischen dem Abstellen
des Schwanzes vom Koérper und Metritis ist noch nicht wissenschaftlich belegt, konnte aber
besonders bei den EK in dieser Studie eine Rolle gespielt haben. Die relativ kurze mittlere
Plasmahalbwertszeit von transdermal appliziertem FLUN (im Mittel 6,42 Stunden) und die
Reduktion der Prostaglandinsynthese bis zu 48 Stunden nach der Applikation (ROY et al.
2015, KLEINHENZ et al. 2016, THIRY et al. 2017) konnten jedoch erklaren, dass die
SchmerzaulRerungen sich zwischen der FTD- und PL-Gruppe signifikant nur am Tag nach der

Behandlung, danach nur noch teilweise tendenziell unterschieden.
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In der vorliegenden Studie konnten keine Effekte der Behandlung mit FTD auf die PF und den
LS beobachtet werden. Keine andere Studie hat die Effekte einer NSAID Gabe bei
frischlaktierenden Kiihen auf diese beiden Parameter bisher untersucht.

Die PF von frischlaktierenden Kihen steigert sich innerhalb der ersten Woche nach der
Kalbung im Mittel sukzessive von Score 2 zu Score 3 (ZAAIJER und NOORDHUIZEN 2003).
Schwer kranke Tiere, die gar nicht oder nur sehr wenig fressen, kénnen Score 1 aufweisen
(ZAAIJER und NOORDHUIZEN 2003). In die vorliegende Studie wurden keine schwer
kranken, inappetenten Kihe eingeschlossen, der mittlere PF Score war zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses zwischen den Behandlungsgruppen gleich und lag bei 2,2 + 0,6. Der
mittlere PF Score steigerte sich auf 2,5 + 0,6 an Tag 4 und 2,7 £ 0,6 an Tag 6 p.p. und
unterschied sich dabei nicht zwischen den Behandlungsgruppen (Anhang, Tabelle 43).
GOTZE et al. (2019) modifizierten den PF Score durch die Vergabe halber Notenpunkte,
erfassten ihn bei Kiihen in der Transitperiode taglich mehrfach und bestimmten zusatzlich die
genaue Futteraufnahme der Kuhe mittels tierindividueller elektronischer Wiegetroge. Mit
dieser Vorgehensweise konnte die Arbeitsgruppe in der ersten Woche p.p. eine signifikante
positive Korrelation der Futteraufnahme zur PF feststellen. Dabei steigerte eine
Futteraufnahme von 3,5 kg TS den PF Score um einen halben Notenpunkt. Zu Bedenken
gaben die Autoren, dass das Scoring taglich zum gleichen Zeitpunkt und méglichst 8 Stunden
nach der Futtervorlage durchgefuhrt werden sollte, um eine moglichst gute Korrelation zur
Futteraufnahme zu erhalten. Dies konnte in der vorliegenden Studie nicht gewahrleistet
werden. Die Behandlung mit FTD kénnte durch Schmerz- und Entziindungsreduktion die
Futteraufnahme zwar geringfligig verbessert haben, der PF Score war aber in dieser Studie
vermutlich aufgrund seiner subjektiven, visuellen Natur und tageszeitlichen Schwankungen

nicht sensitiv genug, um derart feine Unterschiede in der Futteraufnahme widerzuspiegeln.

Ahnlich zur PF verhalt es sich mit dem LS, welcher in der vorliegenden Studie im Mittel bei 1,8
+ 0,9 lag und sich weder zwischen den Behandlungsgruppen unterschied noch im Verlauf der
Studie anderte (Anhang, Tabelle 44). Da nur wenige schwer lahme Kiihe in die Studie
eingeschlossen wurden und somit die Wertespreizung nur gering war, ist es nicht
Uberraschend, dass die einmalige Behandlung mit einem NSAID keine Effekte auf den LS der

Studienpopulation hatte.

Auch der BCS von Tag 2 bis Tag 15 p.p. wurde in der vorliegenden Studie von der Behandlung
mit FTD nicht beeinflusst (Anhang, Tabelle 41).

Dies entspricht den Ergebnissen von MONTGOMERY et al. (2019), die den BCS von mit ASS
behandelten Kihen bis Tag 9 p.p. verfolgten und keine Behandlungseffekte feststellen

konnten. Der mittlere Verlust von 0,25 BCS Punkten in der vorliegenden Studie stimmt
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ebenfalls mit den Ergebnissen von MONTGOMERY et al. (2019) Uberein. In einer anderen
Studie war der BCS von mit ASS behandelten Kuhen tendenziell héher als bei der
Kontrollgruppe (BARRAGAN et al. 2020c), allerdings verfolgten die Autoren die
Koérperkondition im Gegensatz zu der vorliegenden Studie bis 60 Tage nach der Kalbung und
stellten im Mittel einen Verlust von 0,5 BCS Punkten fest. Im Widerspruch dazu stehen Studien
von BERTONI et al. (2004) und TREVISI und BERTONI (2008), die bei mit ASS behandelten
Kihen innerhalb von 56 Tagen p.p. eine signifikant starkere Abnahme der Kérperkondition um
0,7 BCS Punkte beobachteten, als bei der Kontrollgruppe (0,6 BCS Punkte).

Eine Erklarung dafur koénnte die insgesamt deutlich ausgepragtere Steigerung der
Milchleistung und damit einhergehende verscharfte NEB bei den von BERTONI et al. (2004)
und TREVISI und BERTONI (2008) mit 5 taglichen intramuskularen Injektionen behandelten
Kdhen im Vergleich zu den zweimalig oral behandelten Kihen bei BARRAGAN et al. (2020c)
sein. Andererseits bewirkte auch die einmalige Gabe von MEL und die dreimalige orale Gabe
von ASS eine Steigerung der Milchleistung ohne eine Reduktion des BCS, welcher Uber 365
Tage nachvervolgt wurde (CARPENTER et al. 2016). Die in der vorliegenden Studie einmalige
Behandlung mit FTD war hdchstwahrscheinlich nicht ausreichend effektiv, um im
Beobachtungszeitraum von 15 Tagen p.p. Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
darzustellen. Das bestatigt auch eine weitere Studie, die nach der einmaligen Gabe von FLUN
bzw. CAR keine Effekte auf den BCS bis zu 60 Tagen p.p. ergab (GIAMMARCO et al. 2016).
Aber auch MEIER et al. (2014) sahen innerhalb von 56 Tagen p.p. weder Unterschiede im
BCS noch in der Milchleistung von dreimalig mit CAR behandelten Kiihen im Vergleich zur
Kontrollgruppe, was erneut auf gro3e Unterschiede in der Effektstarke verschiedener NSAID

hindeutet.

5.2.3 Effekte der Behandlung auf die Milchleistung und Milchinhaltsstoffe

Die Milchleistung von mit FTD behandelten EK von 8 monatlichen MLP war hoher als die der
Kontrollgruppe, wahrend behandelte MK im Vergleich zu unbehandelten Tieren eine niedrigere
Milchleistung zeigten. Auch die Milchfett und —proteingehalte waren héher bei behandelten EK
und niedriger bei behandelten MK, verglichen mit der jeweiligen Kontrollgruppe. Es konnten
keine relevanten Unterschiede in der Milchharnstoffkonzentration sowie der somatischen ZZ
festgestellt werden. Die 100- und 305 Tage Leistung spiegelten die Befunde aus den MLPs
mit gesteigerter Leistung der behandelten EK und verminderter Leistung der behandelten MK
wider.

Bisherige Studien zum Einsatz von FLUN als Injektionslésung im friilhen postpartalen Zeitraum
bei Milchkihen konnten keine (GIAMMARCO et al. 2016) oder sogar negative (SHWARTZ et
al. 2009, NEWBY et al. 2017) Effekte auf die Milchleistung feststellen. Die niedrigere
Milchleistung war bei NEWBY et al. (2017) mit dem erhohten Risiko flr

125



Diskussion

Nachgeburtsverhaltungen und Metritiden assoziiert, wie bereits in vorangegangenen Kapiteln
diskutiert. SHWARTZ et al. (2009) schlossen ausschlieBlich MK in ihre Studie ein und
beobachteten in den ersten 7 Tagen p.p. eine niedrigere Milchleistung bei den behandelten
Kihen. Diese Ergebnisse passen zu den hier beschriebenen Beobachtungen, da die
Milchleistung der behandelten MK gegenuber der Kontrollgruppe in der ersten MLP nach der
Kalbung besonders deutlich reduziert war. GIAMMARCO et al. (2016) widerlegten die
Ergebnisse der zuvor genannten Studien teilweise, indem sie  weniger
Nachgeburtsverhaltungen bei den mit NSAID behandelten Kihen feststellten, allerdings
konnten sie ebenfalls keine Milchleistungssteigerung beobachten. Sie behandelten
ausschlief3lich Kiilhe ohne Fieber innerhalb von 12 Stunden nach der Kalbung mit CAR, FLUN
oder einem Placebopraparat und verfolgten die Milchleistung bis zu 60 Tage p.p. Dieses
Verfahren beim Einschluss in die Studie ist dem hier beschriebenen Experiment naher als den
Studien von SHWARTZ et al. (2009) und NEWBY et al. (2017), die deutlich friher mit der
Behandlung starteten und dabei nicht ausschlielllich gesunde Kihe auswahlten.
Moglicherweise war die Auswahl der Kihe und des Behandlungszeitraumes fur die
vorliegende Studie ein Grund fur die positiven Effekte auf die Milchleistung bei den EK, erklart
aber nicht die negativen Effekte auf die Milchleistung der MK.

Einige Studien untersuchten die Effekte der Behandlung von frisch abgekalbten Kihen mit
anderen NSAID und fanden ebenfalls Unterschiede zwischen den Laktationsgruppen,
allerdings kontrar zu den hier gezeigten Ergebnissen. FARNEY et al. (2013b) fanden eine um
21 % gesteigerte Gesamtlaktationsleistung in mit ASS behandelten Kihen ab der dritten
Laktation, verglichen mit der Kontrollgruppe, wahrend die behandelten EK tendenziell eine um
8 % reduzierte Milchleistung aufwiesen. BARRAGAN et al. (2020c) berichteten eine
Steigerung der Milchleistung um 4 % in mit ASS behandelten MK, wahrend kein
Behandlungseffekt auf die Milchleistung von EK gefunden wurde. Mit einem intensiveren
Behandlungsprotokoll jedoch fanden BARRAGAN et al. (2020a) schliel3lich eine verbesserte
Milchleistung unabhangig von der Laktationsgruppe. BERTONI et al. (2004) und CARPENTER
et al. (2016) behandelten ausschlieBlich MK mit ASS und erzielten damit um 12 %
(Peakleistung) bzw. 8 % (305 Tage Leistung) hohere Milchleistungen, verglichen mit der
jeweiligen Kontrollgruppe.

Die bereits in vorherigen Kapiteln beschriebenen speziellen Effekte von ASS auf den
Glukosestoffwechsel und die Pansenfermentation kénnten hier erklaren, warum MK nach der
Behandlung mit ASS eine héhere Milchleistung aufwiesen, als in der vorliegenden Studie nach
der Behandlung mit FLUN.

Die Anwendung von MEL steigerte die Milchleistung unabhangig von der Laktationsgruppe,
allerdings nur in Studien, in welchen die Milchleistung Uber eine langere Zeit erfasst und
ausgewertet wurde (CARPENTER et al. 2016, SHOCK et al. 2018, SWARTZ et al. 2018).

126



Diskussion

Andere Studien konnten keine Effekte der Behandlung mit MEL auf die Milchleistung darstellen
(NEWBY et al. 2013b, MAINAU et al. 2014, PASCOTTINI et al. 2020). PASCOTTINI et al.
(2020) behandelten Kiihe einerseits deutlich spater nach der Kalbung (zwischen Tag 10 und
Tag 13 p.p.) und dokumentierten die Tagesgemelke andererseits nur bis Tag 35 p.p. NEWBY
et al. (2013b) und MAINAU et al. (2014) verwendeten in ihren Studien speziell Kihe mit
schweren bzw. leichten Geburtsverlaufen, behandelten die Kihe innerhalb von 24 h p.p. und
dokumentierten die Milchleistung nur bis Tag 14 bzw. Tag 30 p.p.

Die zweimalige intramuskulare Injektion von KET hatte in einer Studie keine Effekte auf die
Milchleistung in der ersten MLP (RICHARDS et al. 2009). Nach viermaliger intramuskularer
Injektion konnten KOVACEVIC et al. (2018) eine tendenziell um 8,3 % hdhere
Gesamtlaktationsleistung bei behandelten Kiihen feststellen. KET hat eine vergleichsweise
sehr kurze Plasmahalbwertszeit (IGARZA et al. 2004) (s. 2.6.4.5), weshalb eine mehrfache
Gabe vermutlich zwingend erforderlich ist, um positive Effekte zu erzielen. Tatsachlich hatte
auch eine zweifache intramuskulare Injektion von KET nach einer Labmagenoperation keine
Auswirkungen auf die Gesundheit und Milchleistung der Kiihe (NEWBY et al. 2013a) und die
einmalige Gabe von KET hatte keine Effekte auf stressinduzierte Blutparameter bei Kiihen und
Kalbern nach der Kalbung mit oder ohne Geburtshilfe (GLADDEN et al. 2018).

Aus dem Vergleich der Studien im Hinblick auf die Beeinflussung der Milchleistung geht hervor,
dass die Milchleistung vermutlich Uber einen langeren Zeitraum und bestenfalls als
Gesamtlaktationsleistung erfasst werden muss. CARPENTER et al. (2016) sahen dies
ebenfalls als eine Ursache fur kontroverse Unterschiede zwischen den Studien. Sie
beobachteten Tendenzen von Unterschieden in der Milchleistung zwischen den
Behandlungsgruppen erst ab der vierten Woche, signifikante Unterschiede erst ab der siebten
Woche p.p. Es ist wahrscheinlich, dass die Anwendung eines NSAID in der friihen postpartalen
Phase das Wohlbefinden steigert und somit auch die Futteraufnahme und die Energiebilanz
verbessert, jedoch scheint sich dies erst in der Peakmilchleistung oder in anderen kumulierten
Leistungen (z.B. 305 Tage Leistung, Gesamtlaktationsleistung) signifikant zu zeigen. Die
Einsatzleistung hingegen, die haufig als Zielvariable zwischen 7 und 35 Tagen p.p. definiert
wurde (SHWARTZ et al. 2009, NEWBY et al. 2013b, MAINAU et al. 2014, PASCOTTINI et al.
2020), war in keiner der Studien zwischen den Behandlungsgruppen unterschiedlich.
Mdglicherweise liegt das daran, dass sie stark von anderen Faktoren beeinflusst wird, wie
beispielsweise der Rationsgestaltung und dem Management in der Trockenstehperiode (LEAN
et al. 2013, ROCHE et al. 2013).
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5.2.4 Effekte der Behandlung auf das Abgangsrisiko und die Fruchtbarkeit

Das Abgangsrisiko wurde in der vorliegenden Studie nicht von der Behandlung beeinflusst.
Dabei wurden nur Kiihe, die den Betrieb innerhalb von 60 Tagen in Milch durch Schlachtung,
Euthanasie oder spontanes Verenden verlassen haben, in die Auswertung einbezogen.

Dieses Ergebnis entspricht einer Studie, in der trotz einer erhdhten Milchleistung nach ASS
Gabe kein Unterschied im Abgangsrisiko innerhalb von 60 Tagen p.p. beobachtet wurde
(BARRAGAN et al. 2020a). GIAMMARCO et al. (2016) berichteten dagegen ein geringeres
Abgangsrisiko von mit FLUN und CAR behandelten Milchkihen (als fusionierte Gruppe)
innerhalb von 150 Tagen in Milch im Vergleich zur unbehandelten Kontroligruppe.
Einhergehend mit milchleistungssteigernden Effekten bewirkte die Gabe von MEL in zwei
Studien ebenfalls ein verringertes Abgangsrisiko (CARPENTER et al. 2016, SHOCK et al.
2018). Dabei erkannten CARPENTER et al. (2016) mit einer relativ kleinen Stichprobe (51
Klhe je Behandlungsgruppe) im Beobachtungszeitraum von 365 Tagen nach der Behandlung
lediglich eine statistischeTendenz fir ein verringertes Abgangsrisiko. Hingegen zeichnet sich
die Studie von SHOCK et al. (2018) durch einen besonders groRen Stichprobenumfang aus
(> 1.000 Kihe je Behandlungsgruppe), wovon auf eine gute Aussagekraft der Ergebnisse
geschlossen werden kann. Die Autoren berichteten ein signifikant um 50 % verringertes
Abgangsrisiko bei den behandelten Tieren innerhalb von 60 Tagen in Milch. Méglicherweise
war der Stichprobenumfang in der vorliegenden Studie nicht gro® genug, um signifikante
Behandlungseffekte auf das Abgangsrisiko darzustellen. Andererseits unterscheidet sich die
vorliegende Studie insbesondere durch die Auswahl der Studienpopulation (Einschluss
ausschlief3lich gesunder Tiere mit leichten Kalbungen) von anderen Studien in diesem Feld.
Diese Einschlusskriterien sorgten fir eine kinstlich niedrige Abgangsrate in der
Studienpopulation, was die potentielle Effektstarke der Behandlung auf das Abgangsrisiko

herabgesetzt haben kénnte.

Etwaige zu beobachtende Behandlungseffekte auf die Fruchtbarkeit als weit gefasster
Uberbegriff fiir verschiedene mégliche Kennzahlen, die man zu ihrer Bewertung heranziehen
kann, sind wahrscheinlich stark abhzngig vom Studiendesign. Eine Ubersicht Uber die Art und
Weise der erhobenen Daten und die damit verbundene Dauer der Nachverfolgung (z.B. erste
Ovulation nach der Kalbung, Wiederaufnahme der ovariellen Aktivitat, EBE, Rastzeit, Gustzeit,
Anzahl Spermaportionen bis zur erfolgreichen Konzeption, Anzahl neutrophiler Granulozyten
in der Uterusspulflussigkeit) verdeutlicht Schwierigkeiten beim Vergleich von
Studienergebnissen in diesem Bereich.

In der vorliegenden Studie wurden zwei 6konomisch relevante Parameter naher untersucht:
der EBE und die Chance auf eine Trachtigkeit innerhalb von 200 Tagen in Milch, wobei auch

die Gustzeit (unter Bertcksichtigung der Rastzeit) betrachtet wurde. Die Behandlung der Kiihe
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mit FTD hatte in dieser Studie keine langfristigen Effekte auf die untersuchten
Fruchtbarkeitsparameter.

Dies entspricht den Ergebnissen von einer Studie, in der die dreimalige Behandlung mit ASS
zwar eine gesteigerte Milchleistung, aber keine Effekte auf die Fruchtbarkeit (hier: Gustzeit)
bewirkte (CARPENTER et al. 2016). BARRAGAN et al. (2020a) und BARRAGAN et al. (2021)
hingegen konnten eine kirzere Gustzeit bei viermalig mit ASS behandelten Milchkihen im
Vergleich zur Kontroligruppe feststellen. BERTONI et al. (2004) beobachteten nach
funfmaliger Injektion von ASS ebenfalls bessere Fruchtbarkeitskennzahlen im Vergleich zu
den Kontrolltieren.

Aufgrund des engen Zusammenhangs der Wiederaufnahme der ovariellen Aktivitat in der
Laktation mit dem Energiestoffwechsel und der postpartalen NEB (CASTRO et al. 2012,
JEONG et al. 2015) und den bereits erlduterten spezillen Wirkungen von ASS in diesem
Bereich, scheint es nachvollziehbar, dass eine intensive Behandlung mit ASS zu
Laktationsbeginn starkere Effekte auf die Gustzeit und den EBE haben kann, als eine
einmalige Behandlung mit FLUN. GIAMMARCO et al. (2016) berichteten nicht nur von einem
geringeren Risiko der mit einem NSAID (hier: FLUN und CAR) behandelten Kihe, eine
Nachgeburtsverhaltung zu zeigen, sondern auch von einem groReren EBE. Im Gegensatz zu
der vorliegenden Studie konnten die Autoren jedoch keine Unterschiede in der Milchleistung
der Kuhe zwischen den Behandlungsgruppen feststellen.

In der vorliegenden Studie war die Milchleistung der behandelten EK héher und die der
behandelten MK niedriger im Vergleich mit der jeweiligen Kontrollgruppe. Die Fruchtbarkeit
wurde jedoch unabhangig von der Laktationsgruppe nicht von der Behandlung beeinflusst.
Dies lasst die Vermutung zu, dass die Effekte der Behandlung, im positiven wie negativen
Sinne, sich nicht langfristig genug auf die komplexen humoralen und zytologischen Vorgange
an den Fortpflanzungsorganen ausgewirkt haben, um diese zu beeinflussen.

Der Erstbesamungserfolg von Milchkihen hangt zwar stark von der Transitkuhgesundheit und
der Effektivitat der Uterusinvolution (KIM und JEONG 2019), aber auch von vielen weiteren,
oft tierindividuellen oder managementassoziierten Faktoren ab (zusammengefasst von
WALSH et al. (2011)). Dazu zahlen bespielsweise die Art und Beschaffenheit des Spermas
und der Zeitpunkt der Besamung im Laufe der Brunst (SAACKE et al. 2000), die Auspragung
der NEB in der Frahlaktation (DE VRIES und VEERKAMP 2000), die Kérperkondition der Kuh
(KIM und JEONG 2019), Lahmheit (SPRECHER et al. 1997, HERNANDEZ et al. 2001) und
weitere. In Anbetracht dieser Vielzahl an Einflussfaktoren und der zwar signifikanten, aber nur
gering ausgepragten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen in der vorliegenden

Studie scheint die fehlende Beeinflussung der Fruchtbarkeit nicht Giberraschend.
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6. Schlussfolgerungen
6.1 Nutzung von Akute Phase Proteinen zur Diagnostik auf Betriebsebene

6.1.1 Betriebsvergleich

o Haptoglobin, Serum Amyloid A und Totalprotein aus dem Serum von 99

frischlaktierenden Milchkihen (0 — 8 Tage p.p.) zeigten in dieser Studie signifikante

Unterschiede zwischen zehn verschiedenen Herkunftsbetrieben auf.

e Im Falle von Haptoglobin bewegte sich die Serumkonzentration bei der Halfte der

Herden im Mittel oberhalb der Referenzgrenze fir gesunde Kihe p.p. und indizierte

moglicherweise  das  Vorhandensein  UberschielRender frih  postpartaler

Entzindungsreaktionen.

¢ Die Konzentration von Serum Amyloid A lag nur bei einem Betrieb im Mittel oberhalb

der Referenzgrenze fir gesunde Kiihe p.p.

e Die Totalproteinkonzentration unterschied sich signifikant zwischen den Betrieben, lag

jedoch bei allen Betrieben im Referenzbereich und kann somit keine Aussage zur

Auspragung der Entziindungsreaktion liefern.

o C-reaktives Protein, Coeruloplasmin und Albumin wiesen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Betrieben auf. Die Mittelwerte der zehn Betriebe lagen

dabei fUr diese Proteine im Referenzbereich fur gesunde Kuhe p.p. Laut dieser Studie

sind diese Proteine somit nicht zur frlhen postpartalen Diagnostik von

uberschieenden Entzliindungsreaktionen auf Betriebsebene geeignet.

e Konventionelle Milchviehbetriebe von vergleichbarer GréRe unterscheiden sich

teilweise signifikant in der Auspragung der Entziindungsreaktion

frischlaktierenden Kihe, gemessen an der Serumkonzentration verschiedener

Proteine. Die Akute Phase Proteine Haptoglobin und Serum Amyloid A konnten

zuklnftig genutzt werden, um diese Entziindungsreaktionen auf Betriebsebene

vergleichend einzustufen und daraus Handlungsempfehlungen abzuleiten.

6.1.2 Eignung von Poolproben

¢ Die Konzentrationen aus Serumpoolproben von frischlaktierenden Milchkiihen (0 — 8

Tage p.p.) waren bei allen untersuchten Akute Phase Proteinen eng mit den

Mittelwerten von Serumeinzelproben korreliert. Gepoolte Proben eignen sich daher fur

die vergleichende, frihe postpartale Diagnostik von (berschielenden

Entziindungsreaktionen auf Betriebsebene.
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6.2 Vergleich der Beziehungen der Akute Phase Proteine zu den Ergebnissen

des Metricheck Scorings und der Kérpertemperatur

Haptoglobin wies die engste Beziehung zu den Ergebnissen des Metricheck™
Scorings und der rektalen Kérpertemperatur auf (positive Korrelation) und eignet sich
demnach von den hier untersuchten Akute Phase Proteinen am besten zur frihen
postpartalen Einschatzung der Uterusgesundheit.

Auch die Albuminkonzentration im Serum kann zur friihen postpartalen Einschatzung

der Uterusgesundheit herangezogen werden (negative Korrelation).

6.3 Vergleich der Konzentrationen der Akute Phase Proteine in Serum, EDTA-

Plasma und Heparinplasma

Die mittels Nasschemieautomaten in Plasma gemessene Haptoglobinkonzentration
war - unabhangig vom eingesetzten Antikoagulans - signifikant héher als jene in
Serum. Da dies moglicherweise auf im Plasma verbliebene Substanzen mit
Peroxidaseaktivitat zurtickzuflhren ist und die meisten Referenzwerte in der Literatur
aus Serumanalysen definiert worden sind, kann die Analyse von Haptoglobin in
Serumproben empfohlen werden.

Coeruloplasmin wies die héchste Konzentration in Lithium-Heparinplasma auf, darauf
folgt Serum. Die niedrigste Konzentration fand sich in EDTA-Plasma. Eine
wahrscheinliche Ursache fir falsch niedrige Werte in EDTA-Plasma ist die
Beeintrachtigung der Oxidaseaktivitat des Proteins durch die Chelatbildung von EDTA
mit Kupferatomen. Die Coeruloplasminkonzentration in Serum ist offenbar aufgrund
der Komplexierung von Coeruloplasmin im Gerinnungsthrombus falsch niedrig.
Aufgrund einer hohen und nicht vollstandig erklarten Variabilitat dieser Komplexierung
ist Lithium-Heparinplasma das Medium der Wahl fir die Bestimmung von
Coeruloplasmin als Akute Phase Protein. In jedem Falle ist auf spezielle

Referenzangaben und Materialanforderungen des jeweiligen Labors zu achten.

6.4 Vergleich der Nasschemieautomaten mit den ELISA-Testkits

Jene Haptoglobinkonzentrationen, welche mittels Nasschemieautomat in Serum
ermittelt wurden, lagen im Mittel 40 % hdéher als die mittels ELISA-Testkit bestimmten
Konzentrationen. Es ist auf spezifische Referenzangaben der Labore fur die
entsprechende Methode zu achten und diese Unterschiede sind bei der Interpretation
der Laborbefunde zu berlcksichtigen.

Die Nasschemieautomaten lieferten in dieser Studie prazisere Ergebnisse im Vergleich
zu den ELISA-Testkits. Dies war malgeblich auf die Verdinnung der Proben

zurickzufuihren. Verdinnungsreihen missen stets mit groRtmoglicher Prazision
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erstellt werden, um eine maximale Akkuranz der Messung, auch nach der Verdiinnung,

zu gewahrleisten.

6.5 Effekte der Behandlung mit einem nicht-steroidalen Antiphlogistikum

6.5.1

6.5.2

6.5.3

Effekte der Behandlung auf Stoffwechsel- und Entziindungsparameter

Behandelte Erstkalbskiihe wiesen geringfiigig, aber signifikant niedrigere
Haptoglobinkonzentrationen und héhere Albuminkonzentrationen im Serum auf als die
Kontrolltiere der gleichen Laktationsgruppe.

Bei den Mehrkalbskihen fihrte die Behandlung verglichen mit den Kontrolltieren zu

geringfligig niedrigeren Konzentrationen an Betahydroxybutyrat im Serum.

Effekte der Behandlung auf klinische Parameter

Die Behandlung reduzierte das Metritisrisiko bei Erstkalbskihen, aber nicht bei
Mehrkalbskihen.

Unabhangig von der Laktationsgruppe zeigten behandelte Kiihe am Tag nach der
Behandlung seltener einen vom Kérper abgestellten Schwanz oder einen gekrimmten
Ricken. Dabei reduzierte die Behandlung mit Finadyne® Transdermal bei
Erstkalbskiihen insbesondere die Anzahl an Tieren mit vom Korper abgestelltem
Schwanz, wahrend die behandelten Mehrkalbskihe signifikant seltener den Riicken
aufkrimmten.

Weder die Pansenflllung noch der Lahmheitsscore oder der Body Condition Score

wurden von der Behandlung beeinflusst.

Effekte der Behandlung auf Milchleistung, Fruchtbarkeit und Abgangsrate

Die energiekorrigierte Milchleistung der ersten 8 Milchleistungsprifungen sowie die
100- und 305 Tage Leistung von behandelten Erstkalbskihen war hoher als die der
Kontrolltiere.

Die energiekorrigierte Milchleistung der ersten 8 Milchleistungsprifungen sowie die
100- und 305 Tage Leistung von behandelten Mehrkalbskiihen war niedriger als die
der Kontrolltiere.

Es konnten keine Effekte der Behandlung auf die Fruchtbarkeit (Chance auf
Trachtigkeit innerhalb von 200 Tagen p.p., Erstbesamungserfolg) und die Abgangsrate
innerhalb der ersten 60 Tage p.p. festgestellt werden.

Die Behandlung von Milchkihen 24 — 36 Stunden p.p. kann fir Erstkalbskihe

empfohlen werden, bei Mehrkalbskiihen muss davon abgeraten werden.
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7. Zusammenfassung

Titel in deutscher Sprache: Eignung von Akute Phase Proteinen zur Einschatzung der
systemischen Entziindungsreaktion frischlaktierender Milchkiihe und Effekte der
Anwendung von Finadyne® Transdermal 24 bis 36 Stunden post partum auf
Stoffwechsel- und Entziindungsmarker im Blut, klinische Parameter, die Milchleistung,

das Abgangsrisiko und die Fruchtbarkeit in der Folgelaktation

Die systemische Entzindung gilt heute als zentrales Element in der Transitperiode von
Milchkihen. Wahrend ein gewisser Grad der Entzindung als Teil der angeborenen
Immunabwehr nach der Kalbung physiologisch ist (Akute Phase Reaktion), fihren exzessive
Entzindungsprozesse zur Entgleisung von Stoffwechsel und Immunsystem und
beeintrachtigen die Gesundheit und Leistungsfahigkeit der Tiere. Das primare Ziel der
vorliegenden Vorstudie war es, ein geeignetes Akute Phase Protein fur die Identifikation von
Milchkihen (Einzeltierebene) und Milchviehbetrieben (Gruppenebene) mit lUberschieRender
systemischer Entziindung in der ersten Woche nach der Kalbung zu benennen. Daflir wurden
die Konzentrationen verschiedener Akute Phase Proteine (Haptoglobin, Serum Amyloid A,
Totalprotein, Albumin, Coeruloplasmin und C-reaktives Protein) in 99 Einzeltier- und 10
gepoolten Serum-, Lithium-Heparinplasma- und EDTA-Plasma-Proben von 10 Betrieben
gemessen. Fiur das Akute Phase Protein Haptoglobin sollte anschlieRend eine Empfehlung fir
ein geeignetes Probenmedium und Analyseverfahren (Nasschemie vs. ELISA) getroffen
werden. In der Hauptstudie wurden die Effekte einer einmaligen Applikation des Produktes
Finadyne® Transdermal (Wirkstoff: Flunixin-Meglumin) im Zeitraum 24 — 36 Stunden p.p. auf
die systemische Entziindungsreaktion und den Stoffwechsel, den Verlauf des Puerperiums,
die Milchleistung und die Fruchtbarkeit in einer randomisierten, prospektiven klinischen Studie
mit 500 Milchkihen untersucht.

Von den gemessenen Akute Phase Proteinen konnte Haptoglobin sowohl das Ausmalf’ der
Entziindung signifikant zwischen den Betrieben unterscheiden als auch auf Einzeltierebene
am besten mit der Qualitdt des vaginalen Ausflusses (Metricheck™ Score) und der
Kdrpertemperatur in Verbindung bringen. Die Ubereinstimmung der Einzeltierproben mit den
gepoolten Proben war sehr gut, sodass die Bestimmung von Haptoglobin aus Poolproben fiir
die Einschatzung der Entziindungsstarke auf Herden- bzw. Gruppenebene geeignet ist. Als
Probenmaterial flir die Bestimmung von Haptoglobin kann Serum empfohlen werden, da in
Plasmaproben vermutlich falsch hohe Werte mit zudem gréRerer Streuung gemessen werden.
Die Messung der Haptoglobinkonzentration aus Serum war mit dem Nasschemieautomaten
praziser als mit dem ELISA-Testkit, was auf notwendige Verdunnungsschritte fur die

Durchfihrung des ELISA Verfahrens zurlckzufuhren ist. Drei Betriebe mit vergleichsweise
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vielen frischlaktierenden Kihen mit erhéhten Haptoglobinkonzentrationen wurden auf Basis
der Vorstudie fur die Teilnahme an der Hauptstudie ausgewahit.

Die Behandlung mit Finadyne® Transdermal reduzierte die Serum Haptoglobinkonzentration
und erhéhte die Serum Albuminkonzentration bei Erstkalbskiihen gegenuber der
Kontrollgruppe signifikant. Behandelte Mehrkalbskiihe zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe
lediglich  geringfiigig niedrigere Betahydroxybutyratgehalte im Serum. Behandelte
Erstkalbskiihe hatten ein geringeres Risiko fur Metritiden, wahrend bei den Mehrkalbsktihen
kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen bestand. Behandelte Tiere, unabhangig
von der Laktationsgruppe, zeigten weniger Schmerzaullerungen (abgestellter Schwanz,
gekrummter Ricken) am Tag nach der Behandlung als die Kontrolltiere. Die energiekorrigierte
Milchleistung von 8 Milchleistungsprifungen nach der Kalbung war im Mittel 0,87 + 1,35 kg
héher bei behandelten Erstkalbskihen verglichen mit der Kontrollgruppe. Die behandelten
Mehrkalbskihe hatten im Mittel eine 0,76 + 1,17 kg niedrigere energiekorrigierte Milchleistung
als die Kontrolltiere. Die 305 Tage Milchleistung war um 399 * 430 kg hdher bei behandelten
Erstkalbskiihen und um 224 + 313 kg niedriger bei behandelten Mehrkalbskiihen im Vergleich
zur jeweiligen Kontrollgruppe. Es konnten keine Effekte der Behandlung auf die Fruchtbarkeit
(Erstbesamungserfolg, Gustzeit, Anteil tragender Kuhe innerhalb von 200 Tagen in Milch) und
das Abgangsrisiko innerhalb von 60 Tagen in Milch festgestellt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studien betonen die Bedeutung der systemischen
Entziindung bei Milchkihen in der Transitperiode im Hinblick auf die Gesundheit und
Leistungsfahigkeit in der Folgelaktation. Ein komfortabler Transitkuhbereich mit ausreichend
Fress- und Liegeplatzen, ein stressfreies und hygienisches Abkalbemanagement sowie eine
optimierte Rationsgestaltung und Korperkondition sollten weiterhin als Schliisselelemente
gelten, um UbermaRiger peripartaler systemischer Entziindung und damit einhergehenden
Transiterkrankungen vorzubeugen. Erstkalbskiihe zeigen eine besonders ausgepragte
systemische Entzlindung im Vergleich zu Mehrkalbskiihen, was auf ein erhdhtes Stresslevel
und erhdéhte Inzidenzen von schweren Kalbeverlaufen, Geburtsverletzungen und Metritiden
zurtckzufiihren ist. Das Transitkuhmanagement sollte daher besonderen Fokus auf den
Komfort und die Stressreduktion fir Erstkalbskihe legen. Auf Grundlage der vorliegenden
Ergebnisse kann die zusatzliche Behandlung von frisch abgekalbten Milchkiihen mit einem
NSAID, hier: Finadyne® Transdermal, fur Erstkalbskiihe in Betrieben mit erhéhtem Risiko fur
systemische Entziindung p.p. vorteilhaft sein. Fir Mehrkalbskuihe kann die Behandlung derzeit
nicht empfohlen werden. Zukulnftige Forschungsprojekte sollten die Effekte von anderen
Behandlungsregimes mit Finadyne® Transdermal (beispielsweise mehrfache Anwendung) bei

Milchkiihen im friihen postpartalen Zeitraum untersuchen.
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8. Summary

English Title: Diagnostic value of Acute Phase Proteins for evaluating systemic
inflammation in fresh lactating dairy cows and effects of a single transdermal
administration of Finadyne® Transdermal within 24 to 36 hours postpartum on
inflammatory and metabolic markers in blood, clinical parameters, milk yield, culling

risk and fertility in subsequent lactation

Systemic inflammation is nowadays considered a key element of various transition diseases
in high yielding dairy cows. While a certain degree of inflammation around calving represents
a physiological defense mechanism of the innate immune system to calving-associated
stressors (acute-phase reaction), excessive inflammation impairs metabolism and immunity,
thereby leading to reduced productivity in subsequent lactation. A primary objective of the
preliminary trial reported inhere was to identify a suitable acute-phase protein for the detection
of both individual cows (cow level) and herds (group level) with systemic inflammation within
the first week after calving. Therefore, serum concentrations of different acute-phase proteins
(haptoglobin, serum-amyloid-A, total protein, albumin, coeruloplasmin, and C-reactive protein)
were measured in 99 individual and 10 pooled serum-, lithium-heparinized-, and EDTA-plasma
samples, respectively, from 10 farms. Further, haptoglobin concentrations were determined in
serum, lithium-heparinized and EDTA-plasma samples using a chemical autoanalyzer and an
ELISA-test kit, respectively, to derive recommendations for the most suitable sample type and
measurement method, respectively. In the main ftrial, the effects of a single transdermal
administration of flunixin meglumine (Finadyne® transdermal) within 24 — 36 hours postpartum
on laboratory metabolic and inflammatory markers, health, milk yield and fertility of 500 dairy
cows were investigated in a randomized, prospective clinical trial.

Haptoglobin significantly differentiated farms and correlated most closely with both the cows’
rectal body temperature and Metricheck™ score. Furthermore, pooled samples correlated well
with individual samples, emphasizing the usefulness of haptoglobin as inflammatory marker in
the periparturient period for both individuals and herds. Serum should be the preferred sample
type for haptoglobin measurement, since both types of plasma seem to deliver false high
values with higher variation. Measurements with the chemical autoanalyzer were more precise
compared to the ELISA-test kit, which was attributable to dilutions performed prior to the
ELISA-assay. Based on the results of the preliminary trial, three farms with cows at risk for
excessive systemic inflammation were chosen to participate in the main trial.

Primiparous cows treated with Finadyne® Transdermal had lower serum haptoglobin and
higher serum albumin concentrations compared to cows that remained untreated. Treated

multiparous cows had slightly lower serum betahydroxybutyrate concentrations compared with
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control cows. Metritis risk was lower in treated primiparous cows compared to control cows,
whereas no difference was observed in multiparous cows. Regardless of parity, treated cows
had lower odds of showing symptoms of pain (arched back or altered tail position) on the day
after treatment compared to cows receiving the placebo. Energy corrected milk yield from 8
monthly milk recordings was on average 0,87 + 1,35 kg higher in treated primiparous cows
compared to control. Treated multiparous cows yielded on average 0,76 + 1,17 kg less
compared to the placebo group. 305 day milk yield tended to be 399 £ 430 kg higher in treated
primiparous cows and 224 + 313 kg lower in treated multiparous cows compared to their
respective control group. No differences in culling risk, first-service conception risk, time to
conception and risk of pregnancy within 200 days in milk were observed.

The results from both trials presented herein emphasize the impact of systemic inflammation
during the transition period on subsequent health and performance of dairy cows. A
comfortable transition pen providing enough space for feeding and resting, adequate diet, well-
organized calving management, optimized hygiene and body condition should still be
considered the primary key to preventing excessive postpartum inflammation and solving herd
health issues in the transition period. Especially heifers seem to be more susceptible to
systemic inflammation around parturition. This might be attributable to a relatively high level of
social stress at first calving, a higher incidence of calving difficulties, vulvo-vaginal lesions, and
metritis. Herd management should therefore focus on optimizing comfort for primiparous cows
during the transition period. Based on the results of the present study, additional treatment of
early postpartum primiparous cows with an NSAID (e.g., Finadyne® Transdermal) can be
beneficial. This is not recommended for multiparous cows. Future research in this field should
focus on comparing the effects of Finadyne® Transdermal treatment during the early

postpartum period using other timings and dosing regimens (e.g., multiple applications).
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10. Anhang

10.1 Ergadnzende deskriptive Statistik Vorstudie

10.1.1 Prufung der Akute Phase Proteine auf Normalverteilung

Tabelle 38 zeigt die Ergebnisse der Prifung der APP auf Normalverteilung.

Tabelle 38: Priifung der Akute Phase Proteine in Serum auf Normalverteilung

Protein p' Schiefe? Kurtosis?

Haptoglobin (NC) < 0,001 0,88 £ 0,24 -0,56 + 0,48
Haptoglobin (ELISA) < 0,001 1,64 £ 0,24 3,63+0,48
Serum Amyloid A < 0,001 1,10+ 0,24 0,31+£0,48
C-reaktives Protein 0,055 0,26 £ 0,24 -1,02 £ 0,48
Coeruloplasmin 0,005 0,37 £ 0,24 0,02+0,48
Albumin 0,011 -0,44 £ 0,24 -0,51+0,48
Totalprotein 0,200 0,73+0,24 1,80+ 0,48

'Kolmogorov-Smirnov Test mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors.

2Angabe von Schiefe und Kurtosis * Standardfehler

10.2 Erlauterung zum Metricheck Scoring

Abbildung 37 stellt die 4 Kategorien des Metricheck Scorings bildlich dar.

Abbildung 37: Metricheck Score von 0 — 3 (modifiziert nach McDougall et al., 2007): A: Score 0 = klar, mukds;
B: Score 1 = mukopurulent mit < 50 % Eiter; C: Score 2 = mukopurulent mit > 50 % Eiter; D: Score 3 =

wassrig, rotlich-braunlich, stinkend
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10.2 Charakteristika der drei Studienbetriebe der Hauptstudie

Tabelle 39 fasst die wichtigsten Betriebseigenschaften der drei Betriebe zusammen. Im

darauffolgenden Abschnitt werden die Betriebe detailliert vorgestellt.

Tabelle 39: Ubersichtstabelle zu den Charakteristika der drei Studienbetriebe der Hauptstudie

Betrieb
1 2 3

Anzahl Milchkiihe 2.630 1.276 1.757
Anzahl Rinder ges. 3.187 1.500 2.468
Ackerland 3.300 ha 770 ha 2.617 ha

Ackerzahl 43 45 33
Grinland 780 ha 270 ha 1.404 ha

Griunlandzahl 38 40 30
Futterpflanzen Mais, Luzerne, Gras, Gras, Mais Mais, Raps,

Weizen, Gerste, Getreide, Gras
Raps, Zuckerriben

Biogasanlage vorhanden vorhanden vorhanden
305 Tage Leistung 9.495 kg 10.228 kg 11.251 kg

305 Tage Fett 4,15 % 3,87 % 3,88 %

305 Tage Eiwei 3,56 % 3,40 % 3,37 %
Stallanlage

Baujahr 1969 /2013 1960 1976

Typ Boxenlaufstall Boxenlaufstall / Boxenlaufstall

Tiefstreu
Boxentyp Hochboxen / Tiefboxen Hochboxen

Einstreumaterial

Tiefboxen
Gummi + Kalk /

separierte Garreste

Gummi + Stroh +

separierte Garreste + + Kalk Kalk
Kalk
Bodentyp Betonspalten / Betonflache / Betonspalten
Betonflache Tiefstreu
Melkstand Fischgrate / Side-by-Side / Side-by-Side
Melkkarrussell Melkkarrussel
Melkfrequenz 2x/3x 3 X 2Xx
Futterrationen 7 (FM, HL, ML, AM, 5(FM,HLEK,HL | 7 (FM, HL, AM, TS
TS, VB EK, VB MK) MK, TS, VB) (diinn), TS (dick),
VB 1, VB 2)
Technik Bandfutterung Mischwagen Bandfutterung /
Mischwagen
MF-Prophylaxe Anionendiat Anionendiat keine
(Vollansauerung) (Teilansauerung)
Abkalbung
Aufstallung Strohlaufabteil Strohlaufabteil Strohlaufabteil
Uberwachung kontinuierlich etwa stindlich etwa stundlich
Geburtshilfe manuell / manuell / manuell /
Geburtshelfer Geburtshelfer Geburtshelfer
Erstversorgung Kalbetrunk, Ca-Boli Kalbetrunk Kalbetrunk, Ca-

(2 Stuck i. Abst. v. 12
h, nur MK)

Bolus (1 Stuck, ab
3. Lakt.)

FM = Frischmelker, HL = Hochleistung, ML = Mittlere Leistung, AM = Altmelker, TS = Trockensteher, VB =
Vorbereiter, EK = Erstkalbskiihe, MK = Mehrkalbskiihe, MF = Milchfieber, Ca = Calcium, Lakt. = Laktation, i. Abst.

v. = im Abstand von
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10.2.1 Kerndaten Betrieb 1

10.2.1.1 Tier- und Pflanzenbestand

Betrieb 1 weist zum Zeitpunkt der Untersuchungen eine durchschnittliche Anzahl von 2.630
laktierenden Milchkihen und eine Gesamtanzahl von 3.187 Rindern auf. Der Betrieb
bewirtschaftet ca. 3300 Hektar Ackerland mit einer Ackerzahl von 43 sowie 780 Hektar
Grunland mit einer Grinlandzahl von 38. Als Futterpflanzen werden Mais, Luzerne, Futtergras,
Winterweizen, Wintergerste, Raps und Zuckerriben angebaut. Eine Biogasanlage mit zwei
Blockheizkraftwerken liefert 9.000 MWh elektrische und 3.143 MWh thermische Energie. Die
durchschnittliche 305 Tage Milchleistung des Betriebes betragt zum Zeitpunkt der
Untersuchungen 9.495 kg mit durchschnittlich 4,15 % Fett und 3,56 % Eiweil3.

10.2.1.2 Stallanlage und Melkeinrichtung

Die Stallanlage, bestehend aus zwei Stalleinheiten zuzuglich Kalber- und
Jungrinderstallungen, wurde 1969 erbaut. Im Jahr 2013 wurde ein moderner dreireihiger
Boxenlaufstall mit Tiefboxen und nichtperforietem Betonboden angebaut (Stall 3). Die
Tiefboxen werden mit getrockneten und mit Kalk vermischten separierten Garresten aus der
Biogasanlage eingestreut. In Stall 1 und 2 stehen alle Tiere auf Vollspaltenboden und kdnnen
sich auf Hochboxen mit Gummimatten ablegen. Die Kiihe und Farsen der Vorbereitergruppe
stehen 14 bzw. 10 Tage a.p. in einem Strohlaufstall. Die Kolostrumgruppe der Kihe (bis 3
Tage p.p.) hat ebenfalls noch Zugang zu einem Liegebereich mit Stroh. Die Kolostrumgruppen
sowie lahme, kranke, schwer melkbare und euterkranke Kiihe werden zweimal taglich an
einem Fischgraten-Melkstand mit 2 x 12 Platzen gemolken. Etwa ab dem 14. Tag werden die
gesunden frischmelkenden Tiere in Stall 3 umgruppiert und nun dreimal taglich an einem
Melkkarussel mit 72 Platzen gemolken. Farsen und Jungkihe werden stets von

Mehrkalbskiihen getrennt in separaten Gruppen gehalten.

10.2.1.3 Rationsgestaltung und Futterungskonzept

Die Rationsgestaltung fur die adulten Tiere des Betriebs unterscheidet zwischen 7
Fiatterungsgruppen: Fruhe Laktation, Hochlaktation, mittlere Laktation, spate Laktation,
Trockensteher, Vorbereiter, Vorbereiter Farsen. Eine Ubersicht (iber die Rationsgestaltung der
Vorbereiter sowie der Frischmelker zeigen Tabelle 15 und 16. Zur Prophylaxe der akuten
Hypocalcamie werden in der Vorbereiterfltterung saure Salze eingesetzt (Transi-fit® komplett,
Dr. Pieper TuP GmbH) und woéchentliche Harn-pH Kontrollen durchgefiihrt. Die Futterung
erfolgt in allen Gruppen Uber Férderbander, dabei wird den Vorbereitern und Frischmelkern

zweimal taglich frisches Futter vorgelegt.
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10.2.1.4 Abkalbemanagement

Die Abkalbungen werden von zustandigen Mitarbeitern im Schichtsystem standig dberwacht.
Die Tiere kalben in der Gruppe ab. Fur etwaige Schwergeburten und die Versorgung der Kuh
ist im Abkalbebereich ein Fixierstand vorhanden. Nach erfolgter Kalbung wird das Erstgemelk
der Muttertiere dort direkt in eine Kanne gemolken und die Kuh wird mit einem Gemisch aus
40 Litern lauwarmem Wasser, 500 ml Propylenglykol, 500 g Elektrolyttranke (Blattisan®Diat,
PROFUMA Spezialfutterwerke GmbH & Co. KG) und 500 g Milchpulver (Blattina®, PROFUMA
Spezialfutterwerke GmbH & Co. KG) versorgt. Das Kalb wird gewogen, in eine Einzelbox
verbracht und dort mit Kolostralmilch versorgt. Jeder Mehrkalbskuh wird kurz nach der Geburt
und weitere 12 Stunden spater ein Calcium-Bolus (Bovikalc®, Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH) per Drenchsonde eingegeben. Aullerdem erhélt jede Kuh nach der
Kalbung eine Injektion von 5 ml Depotocin® (Veyx-Pharma, Wirkstoff: Carbetocin, 70 ug/ml)

zur Unterstltzung der Nachgeburtsablésung und Férderung der Milchejektion.
10.2.2 Kerndaten Betrieb 2

10.2.2.1 Tier- und Pflanzenbestand

Betrieb 2 besitzt zum Untersuchungszeitpunkt im Durchschnitt 1.276 melkende Kiuhe und eine
Gesamtanzahl von 1.500 Rindern. Auf 770 Hektar Ackerland mit einer Ackerzahl von 45 und
270 Hektar Grinland mit einer Grinlandzahl von 40 werden als Futterpflanzen Gras und Mais
angebaut. Der Betrieb betreibt eine Biogasanlage, die 0,774 MWh thermische und 0,760 MWh
elektrische Energie liefert. Die durchschnittliche 305 Tage Milchleistung des Betriebs belauft
sich zum Zeitpunkt der Untersuchungen auf 10.228 kg mit 3,87 % Fett und 3,40 % Eiweil}.

10.2.2.2 Stallanlage und Melkeinrichtung

Bei dem familiar geflihrten Betrieb handelt es sich um eine im Jahr 1960 erbaute, urspriinglich
auf eine Anzahl von 550 Milchkuhen ausgelegte Milchviehanlage, die sukzessive vergroRert
wurde. Im Jahr 1995 wurde die Grundsubstanz erstmals modernisiert. Letzte umfassende
Sanierungsmalnahmen beinhalteten die Modernisierung der Kalbereinzelboxen sowie des
Melkstands im Jahr 2017. Die Hauptanlage besteht aus vier Stalleinheiten, die tberwiegend
mit Tiefboxen und Betonvollspaltenboden sowie teilweise mit Gummimattenhochboxen und
gefrastem planbefestigtem Betonboden mit Schleppschiebersystem ausgestattet sind. Die
Tiefboxen werden mit getrockneten, separierten Garresten aus der hofeigenen Biogasanlage
eingestreut und im hinteren Liegebereich zusatzlich gekalkt. Die Kiihe werden dreimal taglich
an einem 16 x 16 Side-by-Side Melkstand gemolken. Ein Teil der hochleistenden Kihe
befindet sich nahe gelegen in einem Laufstall mit einer Stroh-Mist-Matte, welche durch Mist,

separierte Garreste und Hackselstroh gebildet wird. Hier werden die Kihe dreimal taglich an
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einem Melkkarussell mit 28 Platzen gemolken. Auch die Trockensteher befinden sich an

diesem Standort auf einer Stroh-Mist-Matte.

10.2.2.3 Rationsgestaltung und Futterungskonzept

Es wird zwischen 5 Fitterungsgruppen unterschieden: frilhe Laktation, Hochlaktation Kihe,
Hochlaktation Jungklihe, Trockensteher und Vorbereiter. Die Ftterung erfolgt fir alle Gruppen

in Form einer TMR, welche per Mischwagen zweimal taglich frisch vorgelegt wird.

10.2.2.4 Abkalbemanagement

Die Abkalbung findet in einem Strohlaufabteil statt, in welches die Kihe aus der
Vorbereitergruppe zum Zeitpunkt des Aufeuterns eingestallt werden. Gegebenenfalls werden
die Kiihe unmittelbar vor der Kalbung in eine Einzelstrohbox verbracht und so von der Gruppe
separiert. Die Vorbereitergruppe steht in Form von stindlichen Kontrollgangen des Personals
ganztagig unter Beobachtung. Fir etwaige Schwergeburten oder Kaiserschnitte steht als
Fixierhilfe ein Fressfanggitter zur Verfligung. Nach der Kalbung wird das Erstgemelk
abgemolken und mit Hilfe eines Brix-Refraktometers die Qualitat Gberpruft. Die Kuh erhalt ein
Gemisch aus 20 Litern Wasser, 500 g Elektrolyttranke (Quick Fit, Forfarmers) und 3.500 g
Milchaustauscher (Dairytop® Pro Elite 60, Dairytop Johan Hoogendorn). Das Kalb wird
gewogen, in eine Einzelbox verbracht und erhalt dort innerhalb der ersten 3 Stunden nach der
Geburt mindestens 3 Liter Kolostrum der Mutter mit einem Brix-Wert von mindestens 20 oder

gegebenenfalls ein aufgetautes, hochwertigeres Fremdkolostrum.

10.2.3 Kerndaten Betrieb 3

10.2.3.1 Tier- und Pflanzenbestand

Betrieb 3 melkt zum Untersuchungszeitpunkt 1.757 Kihe und besitzt einschliel3lich der
weiblichen Nachzucht 2.468 Milchrinder. In der betriebseigenen Biogasanlage werden 1,810
MWh thermische und 1,748 MWh elektrische Energie produziert. Als Futterpflanzen werden
uberwiegend Mais, Raps, verschiedene Getreidesorten und Ackergras angebaut. Daflr stehen
2617 Hektar Ackerland mit einer Ackerzahl von 33 Bodenpunkten und 1404 Hektar Grinland
mit einer Grunlandzahl von 30 Bodenpunkten zur Verfigung. Das Grinland wird neben der
Produktion von Grassilage Uberwiegend extensiv zur Haltung von Mutterkihen genutzt. Die
durchschnittliche Jahresmilchleistung des Betriebs belduft sich zum Zeitpunkt der
Untersuchungen auf 11.251 kg mit 3,88 % Fett und 3,37 % Eiweil.

10.2.3.2 Stallanlage und Melkeinrichtung

Die ursprungliche Stallanlage wurde im Jahr 1976 erbaut. Im Jahr 2002 wurde als grofRte

bauliche Modernisierungsmallnahme das alte Melkhaus umgebaut. Gemolken werden
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seitdem alle Gruppen zweimal taglich an einem 34 x 34 side-by-side - Melkstand. Des
Weiteren wurden im Jahr 1996 und 2012 jeweils die Gummiliegematten erneuert, alle
Laufflachen mit Gummispaltenboden ausgekleidet und Nackenbugel erneuert. Im Jahr 2014
wurden neue Grolraumlufter eingebaut sowie die Grobfutterdosierer erneuert. Die
Trockensteher, Vorbereiter, Frischmelker, euterkranke, lahme und kranke Kihe stehen in mit
Stroh eingestreuten Laufstallen, zum Teil mit einzelnen, ebenfalls mit Stroh eingestreuten
Hochboxen mit Gummiliegematten. Alle weiteren Gruppen stehen auf Gummivollspalten mit
Hochboxen mit Gummiliegematten, welche mit einem Stroh-Kalk-Gemisch eingestreut

werden.

10.2.3.3 Rationsgestaltung und Futterungskonzept

Insgesamt werden im Betrieb 7 Rationen unterschieden: frihe Laktation, Hochlaktation, spate
Laktation, Trockensteher mit Uberdurchschnittlicher Koérperkondition, Trockensteher mit
unterdurchschnittlicher Koérperkondition, Vorbereiter ab 14 Tage a. p. und Vorbereiter mit
auleren Anzeichen einer in absehbarer Zeit bevorstehenden Kalbung. Fur die hochleistenden
Gruppen erfolgt die Futterung Uber Foérderbander. Die Vorbereiter, Trockensteher,

Frischmelker, Lahme und kranke Kiihe werden per Mischwagen zweimal taglich gefittert.

10.2.3.4 Abkalbemanagement

Die Vorbereiter befinden sich in einem mit Stroh eingestreuten Laufstall. Kiihe, die bereits
aulerliche Signale einer bevorstehenden Geburt zeigen oder sich laut Betriebsdokumentation
kurz vor dem erwarteten Kalbetermin befinden, werden in eine kleinere zusatzliche Gruppe
verbracht. Die Beobachtung der Abkalbung folgt keinem festen Prinzip. Eine Person, die fur
verschiedene Abldufe im Stall verantwortlich ist sowie die Kalberfrau arbeiten gemeinsam an
der Beobachtung und sehen die Kihe etwa einmal pro Stunde. Fir etwaige Schwergeburten
mit Zughilfe steht eine kleine Separationsbucht zur Verfigung. Sollte ein Kaiserschnitt
notwendig sein, wird die Kuh in eine frisch eingestreute Krankenbox mit Fressfanggitter
verbracht. Jeder frisch abgekalbten Kuh wird ein Trunk aus 100 Litern verdinntem
Milchaustauscher (Pulvermenge fur 20 Liter) auf freiwilliger Basis angeboten. Zur
Milchfieberprophylaxe wird jeder Kuh ab der dritten Kalbung ein Calcium-Bolus per os
eingegeben. Das Erstgemelk wird in eine Kanne abgemolken und vor dem Vertranken mit Hilfe
einer Kolostrumspindel auf die Qualitat hin untersucht. Nur Kolostrum mit einem spezifischen
Gewicht von 1.035 — 1.045 g/cm? wird vertrankt.

Far den Notfall stehen auf Qualitat Gberprifte, eingefrorene Reserven zur Verfugung. Die
Kalber werden gewogen, in Einzelboxen verbracht und mit mindestens 2 Litern Kolostrum

innerhalb der ersten zwei Lebensstunden versorgt.
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10.3 Medikament Finadyne Transdermal

Abbildung 38 zeigt das Medikament Finadyne® Transdermal nach der Applikation.

Abbildung 38: Medikament Finadyne® Transdermal unmittelbar nach Applikation auf der Riickenlinie von

zwei Kiihen
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10.4 Erganzende deskriptive Statistik der Hauptstudie

10.4.1 Prufung aller koninuierlich skalierten Variablen auf Normalverteilung

Alle kontinuierlich skalierten Zielvariablen der Hauptstudie wurden auf Normalverteilung

gepruft. Tabelle 40 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 40: Priifung aller kontinuierlich skalierten Variablen der Hauptstudie auf Normalverteilung

Parameter p' Schiefe Kurtosis

Hp [g/1] < 0,001 1,21 0,046 0,61 % 0,091
NEFA [mmol/l] < 0,001 1,49 £ 0,046 3,42 + 0,091
BHB [mmol/l] < 0,001 4,68 + 0,046 39,24 1 0,091
TP [g/1] 0,014 0,08 £ 0,046 0,37 £ 0,091
Alb [g/1] < 0,001 -0,89 + 0,046 2,64 £+ 0,091
Ca [mmol/l] < 0,001 -0,66 £ 0,046 0,92 £ 0,091
P [mmol/I] < 0,001 -0,13 £ 0,046 -0,01 £ 0,091
RKT [°C] < 0,001 1,20 £ 0,046 3,29 £+ 0,091
Milch [kg] < 0,001 0,06 + 0,046 0,11 £ 0,091
ECM' [kg] < 0,001 0,06 £ 0,046 0,55 £ 0,091
Milchfett [kg] < 0,001 0,56 + 0,046 1,83 + 0,091
Milchfett [%)] < 0,001 0,69 + 0,046 2,54 + 0,091
Milcheiweil [kg] < 0,001 -0,18 £ 0,046 0,42 £+ 0,091
Milcheiweil [%)] < 0,001 0,44 £ 0,046 0,29 £ 0,091
Harnstoff [mmol/I] < 0,001 0,21 £ 0,046 1,82 + 0,091
ZZ [x 10%/ml] < 0,001 107,8 £ 0,046 2,28 + 0,091
ZZ [LinS] < 0,001 0,91 £ 0,046 0,69 £ 0,091
100 T Leistung < 0,001 -0,41 £ 0,046 -0,22 + 0,091
305 T Leistung < 0,001 -0,14 £ 0,046 0,12 + 0,091

'Kolmogorov-Smirnov Test mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors.

2Angabe von Schiefe und Kurtosis * Standardfehler
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10.4.2 Deskriptive Statistik der klinischen Parameter

In den Tabelle 41 — 45 werden die wichtigsten statistischen Lagemale aller in der Hauptstudie
erhobenen klinischen Parameter an den jeweiligen Untersuchungstagen nach der

Behandlungsgruppe und dem Betrieb aufgeteilt dargestellt.

Tabelle 41: Deskriptive Statistik von Metricheck Score und Body Condition Score an den Tagen 2, 8 und 15

p.p. in der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe auf den drei Betrieben. N = 500

MC Score BCS
Tag 8 Tag 15 Tag 2 Tag 15

Betrieb P F P P P F
1 X 13 11 1.1 11 313 327 305 3,16
min 0 0 1,75 175 150 1,50
max 3 3 450 450 450 450
2 X 17 15 1,4 1.1 353 349 322 324
min 0 0 250 200 250 2,00
max 3 3 475 475 425 450
3 X 1.4 1.3 1,2 1,1 331 328 315 3,13
min 0 0 250 225 225 2725
max 3 3 450 450 450 425
G . X 15 13 1,2 11 332 3,35 314 3,18
esam s 1,1 1,0 1,0 09 055 050 052 0,51

BCS = Body Condition Score, MC = Metricheck, P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe

Tabelle 42: Deskriptive Statistik der Rektaltemperatur an den Untersuchungstagen2 -6 p.p. in der Placebo-

bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe auf den drei Betrieben. N = 500

Rektaltemperatur (°C)
Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6

Betrieb P F P F P F P F P F
1 X 38,7 387 388 388 389 389 388 388 389 388
min 380 380 37,7 38,1 38,0 378 380 381 37,8 38,0
max 398 398 411 414 401 41,2 413 400 410 395
2 X 389 388 392 390 393 391 392 392 392 39,1
min 382 380 384 383 382 382 381 38,1 384 381
max 405 399 414 40,7 412 40,7 40,7 411 410 41,0
3 X 389 389 39,1 39,0 391 39,1 39,1 39,0 390 39,0
min 382 383 382 381 384 380 382 38,1 37,8 381
max 399 400 40,7 4412 413 416 413 418 414 403
X 389 388 390 389 39,1 390 390 390 390 390
s 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5

P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe

173



Anhang

Tabelle 43: Deskriptive Statistik von Pansenfiillung und Verhalten an den Untersuchungstagen 2, 4 und 6

p-p. in der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe auf den drei Betrieben. N = 500

Pansenfiillung Verhalten
Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 2 Tag 4 Tag 6
Betrieb P F P F P F P F P F P F
1 X 1,8 19 23 23 24 25 03 03 03 02 03 0,3
min 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
max 3 3 4 4 4 4 1 2 2 1 1 1
2 X 22 23 25 25 27 27 01 02 02 01 02 0,2
min 1 1 2 2 2 1 0 0 0 0 0 0
max 4 3 4 4 4 4 2 2 2 1 3 2
3 X 25 26 27 28 29 28 03 03 04 03 04 0,3
min 1 1 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0
max 3 4 4 4 4 4 2 1 2 1 3 2
G ¢ X 22 22 25 25 27 27 03 03 03 02 03 0,3
esam s 06 06 06 06 06 06 05 05 05 04 05 05

P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe

Tabelle 44: Deskriptive Statistik von Kérperhaltung und Lahmheit an den Untersuchungstagen 2, 4 und 6
p-p. in der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe auf den drei Betrieben. N = 500

Korperhaltung Lahmheit

Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 2 Tag 4 Tag 6

Betrieb P F P F P F P F P F P F
1 X 04 05 06 04 05 05 17 19 18 18 18 19
min 0 0 0 0 0 o 1 1 1 1 1 1

max 2 3 2 2 2 2 4 4 4 4 4 4
2 X 05 06 06 05 06 05 18 18 18 19 18 18
min 0 0 0 0 0 o 1 1 1 1 1 1

max 2 2 2 2 2 2 4 4 4 4 4 4
3 X 06 05 07 06 07 05 18 16 19 17 19 18
min 0 0 0 0 0 o 1 1 1 1 1 1

max 2 2 2 2 2 2 5 4 5 4 5 4
G . X 05 05 06 05 06 05 18 18 18 18 18 18
esam s 06 06 06 06 06 06 09 09 09 09 10 09

P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe

Tabelle 45: Deskriptive Statistik von Riickenkriimmung und Schwanzhaltung an den Untersuchungstagen

2, 3 und 4 p.p. in der Placebo- bzw. Finadyne® Transdermal Gruppe auf den drei Betrieben. N = 500.

Riickenkriimmung Schwanzhaltung
Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Betrieb P F P F P F P F P F P F
1 X 035 043 049 025 053 038 005 018 015 007 008 0,12
min 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
max 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 X 032 033 029 025 027 034 022 021 029 020 029 0,24
min 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
max 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 X 035 038 042 034 044 041 012 013 026 016 021 0,24
min 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
max 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
G . X 034 038 040° 028° 041 038 0,13 017 024 014 020 020
esam 048 049 050 045 050 049 033 038 043 035 040 0,40

P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe, 2 = signifikanter Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen (p < 0,01, Einfaktorielle Varianzanalyse)
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10.4.3 Deskriptive Statistik der Laborparameter

In den Tabellen 46 — 49 finden sich die deskriptiven Lagemalie der erhobenen
Laborparameter. Die Abbildungen 39 — 41 zeigen zudem grafisch die Dynamik der Hp
Konzentrationen im Serum der behandelten und unbehandelten Kiihe auf den drei Betrieben

an den Tagen 2 (vor der Behandlung), 4 und 6 p.p.

Tabelle 46: Deskriptive Statistik der Serum Haptoglobinkonzentration an den Untersuchungstagen 2, 4 und
6 p.p. auf den drei Betrieben. N = 500

Haptoglobin (g/1)

Tag 2 Tag 4 Tag 6

Betrieb P F P F P F
1 X 0,50 0,44 0,83 0,83 0,74 0,80
min 0,12 0,08 0,09 0,10 0,09 0,12
max 2,21 1,17 2,56 2,55 2,45 2,63
s 0,39 0,23 0,69 0,67 0,71 0,64
2 X 0,71 0,72 1,04 0,91 1,06 0,81
min 0,19 0,20 0,29 0,15 0,14 0,14
max 1,91 2,23 2,58 2,37 2,69 2,41
s 0,34 0,45 0,65 0,68 0,69 0,66
3 X 0,50 0,46 0,85 0,73 0,77 0,70
min 0,21 0,16 0,17 0,16 0,16 0,15
max 1,69 1,43 1,85 2,02 1,91 1,95
s 0,26 0,24 0,51 0,50 0,56 0,59
Gesamt X 0,57 0,54 0,90 0,82 0,85 0,77
s 0,35 0,34 0,63 0,62 0,67 0,63
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Abbildung 39: Boxplots der Serum Haptoglobinkonzentrationen in der Placebo- bzw. Finadyne®

Transdermal Gruppe auf den drei Studienbetrieben an Tag 2 p.p. (vor der Behandlung)
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Abbildung 40: Boxplots der Serum Haptoglobinkonzentrationen in der Placebo- bzw. Finadyne®

Transdermal Gruppe auf den drei Studienbetrieben an Tag 4 p.p
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Abbildung 41: Boxplots der Serum Haptoglobinkonzentrationen in der Placebo- bzw. Finadyne®

Transdermal Gruppe auf den drei Studienbetrieben an Tag 6 p.p.
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Tabelle 47: Deskriptive Statistik der Serum NEFA- und BHB Konzentrationen in der Placebo- bzw.
Finadyne® Transdermal Gruppe auf drei Betrieben. N = 500

NEFA (mmol/l) BHB (mmol/l)
Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 2 Tag 4 Tag 6
Betrieb P F P F P F P F P F P F
1 X 0,28 0,37 0,29 0,31 0,31 0,33 062 068 065 0,67 0,65 0,68

min 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,21 032 035 0,31 0,39 0,35
max 09 208 094 120 1,28 0,89 1,11 1,70 1,07 3,70 1,35 3,55
2 X 0,53 054 060 055 062 063 0,76 0,76 085 0,84 094 0,88
min 0,15 0,11 0,19 0,16 0,12 0,10 049 040 045 040 0,50 0,38
max 2,18 181 201 134 218 1,87 1,22 1,22 3,00 3,57 285 4,39
3 X 0,57 052 063 058 066 061 062 061 0,70 0,66 0,74 0,68
min 0,02 0,06 0,19 0,12 0,11 0,15 0,24 0,08 0,47 0,02 0,09 0,03
max 1,77 1,70 189 209 164 1,73 113 1,07 1,32 1,17 1,74 1,74
X 0,46 048 050 049 053 052 066 068 0,73 0,74 0,77 0,74
0,32 035 0,32 030 035 0,34 0,17 0,22 0,29 040 0,33 0,39

P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe

Gesamt

Tabelle 48: Deskriptive Statistik der Serum Albumin- und Totalproteinkonzentrationen in der Placebo- bzw.

Finadyne® Transdermal Gruppe auf den drei Betrieben. N = 500

Albumin (g/l) Totalprotein (g/l)
Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 2 Tag 4 Tag 6
Betrieb P F P F P F P F P F P F
1 X 353 36,2 350 358 351 356 682 691 698 696 712 711

min 269 30,3 21,5 30,8 239 302 51,3 54,7 544 60,1 56,2 60,6

max 395 411 401 396 40,2 39,7 829 894 86,3 822 874 843

2 X 36,9 36,6 365 364 36,3 36,5 657 66,5 67,8 68,3 694 70,3

min 30,9 28,7 27,0 31,1 286 29,7 552 544 497 579 56,1 56,5

max 41,2 40,7 43,8 40,9 43,3 426 84,0 788 820 79,7 82,0 804

3 X 358 359 351 355 352 353 68,7 676 69,2 682 699 68,9

min 229 298 241 234 285 20,7 50,7 538 47,7 50,2 56,1 50,1

max 429 404 41,7 431 416 40,2 853 80,3 86,3 848 824 81,1

X 36,0 36,2 355 359 355 358 675 678 689 68,7 70,2 701

S 2,3 2,2 3,0 2,4 2,9 2,6 6,0 54 6.1 5,1 5,6 54
P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe

Gesamt

Tabelle 49: Deskriptive Statistik der Serum Calcium- und Phosphorkonzentrationen in der Placebo- bzw.

Finadyne® Transdermal Gruppe auf den drei Betrieben. N = 500

Calcium (mmol/l) Phosphor (mmol/l)
Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 2 Tag 4 Tag 6
Betrieb P F P F P F P F P F P F
1 X 1,72 1,76 211 2,07 215 218 130 133 150 1,50 1,69 1,70

min 09 1,01 104 130 168 147 049 063 0,16 0,39 0,44 0,82
max 223 231 289 2,73 259 281 2,16 2,39 262 240 250 2,72
2 X 1,87 1,78 2,03 206 211 214 160 152 165 1,72 1,78 1,81
min 097 108 09% 1,38 158 1,16 069 0,70 0,64 084 1,19 1,08
max 2,59 225 267 2,53 267 2,78 2,83 236 2,72 239 258 2,70
3 X 1,85 191 210 212 215 219 140 146 152 162 162 1,70
min 1,15 110 168 128 162 162 0,16 054 082 0,69 0,97 0,99
max 2,57 237 260 254 267 254 262 212 228 2,77 237 2,63
X 1,81 182 208 208 214 217 143 144 158 161 1,70 1,73
0,28 0,28 0,27 0,23 0,20 0,21 042 040 0,38 0,38 0,31 0,33

P = Placebo Gruppe, F = Finadyne® Transdermal Gruppe

Gesamt
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10.4.4 Deskriptive Statistik der Erkrankungsfalle und Abgange innerhalb der

ersten 30 Tage post partum

Tabelle 50 zeigt die Anzahl der im Betrieb dokumentierten Erkrankungsfalle und Abgange
innerhalb der ersten 30 Tage p.p.

Tabelle 50: Deskriptive Statistik der vom Betriebspersonal dokumentierten Erkrankungsfille sowie

Abgange innerhalb der ersten 30 Tage p.p. auf den drei Betrieben

MF MET MAST LMV KET ABG
Betrieb Schl. Verend. Ges.
1 N 1 13 15 1 5 5 - 5
Tag (X) 9 12 13 8 8 27 - 27
2 N - 4 6 3 1 1 2 3
Tag (X) - 7 14 8 12 28 14 19
3 N 1 8 17 - 2 6 1 7
Tag (X) 28 11 11 - 17 19 4 17

MF = Milchfieber, MET = Metritis, MAST = Mastitis, LMV = Labmagenverlagerung, KET = Ketose, ABG = Abgange,
Schl. = Schlachtung, Verend. = Verendung, Ges. = Gesamt

10.4.5 Deskriptive Statistik der Milchleistung und Milchinhaltsstoffe

Tabelle 51 erlautert den jeweiligen Stichprobenumfang sowie den durchschnittlichen Melktag
der Herde bei der Milchleistungsprifung (MLP) in den drei Studienbetrieben der Hauptstudie.
Wahrend der Probennahme setzte jeder Betrieb einmal die monatliche MLP aus, sodass nicht
fur jede Studienkuh aus jedem Monat Daten vorliegen. Der resultierende Stichprobenumfang
je MLP hing zudem vom zeitlichen Abstand zwischen den beiden MLP und von der Anzahl an
Studienkiihen in der Kolostrumphase (nicht geprift) ab. Tabelle 52 zeigt die Ergebnisse der

ersten 8 monatlichen MLP sowie die 305 Tage Leistungsdaten.

Tabelle 51: Deskriptive Statistik des Stichprobenumfanges und des durchschnittlichen Melktages der

jeweiligen Milchleistungspriifung auf den drei Betrieben

Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3 Gesamt

MLP N MT (X) N MT (X) N MT (X) N MT (x)

1 131 25 142 27 132 32 405 28 +19
2 133 66 144 61 146 67 423 65+ 20
3 132 94 137 95 138 106 407 98 + 20
4 126 120 132 136 128 142 386 134 £ 17
5 123 151 124 169 123 174 370 165 + 17
6 122 183 119 200 119 205 360 196 + 16
7 120 214 116 232 113 234 349 227 + 16
8 116 247 109 262 107 273 332 260 + 19

MLP = Milchleistungspriifung, N = Stichprobenumfang, MT = Melktag, X = arythmetisches Mittel, Streubreite der
Standardabweichung fur die Melktage in den Betrieben: 18 - 22 Tage .
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Tabelle 52: Deskriptive Statistik der Milchleistungen und Milchinhaltsstoffe als Durchschnittswerte der ersten 8 Milchleistungspriifungen sowie der 305 Tage Leistung

von Erst- und Mehrkalbskiihen auf den drei Studienbetrieben der Hauptstudie

Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3

Laktationsgruppe 1. 2 2. 1. 2 2. 1. 2 2.

MLP N 30 86 53 56 27 80

(8 Monate) Tage in Milch 163 + 87 157 £ 87 163 £ 89 153 £ 88 155 £ 85 155 £ 84
Milch [kg] 28+6 37+9 336 40+ 9 315 378
ECM [kg] 28+5 37+8 3316 3919 30+4 36+6
Milchfett [%)] 4,0+£0,5 4,0+£0,6 3,8+0,7 4,0+£0,9 3,8+0,5 3,9+0,6
Milchfett [kg] 1,1+0,2 1,5+0,4 1,3£0,3 1,6£04 1,1+£0,2 1,4+£0,3
Milcheiweil [%] 36£0,3 3,5£0,3 3,3£0,3 3,3£0,3 3,4+£0,3 3,4+0,3
MilcheiweiB [kg] 1,0+£0,2 1,3+0,3 1,1+0,2 1,3+£0,3 1,0+ 0,1 1,2+0,2
Harnstoff [mmol/l] 233 £ 41 222 + 40 230 + 38 235+ 40 233 £ 58 250 + 64
ZZ [x1.000/ml] 95+ 172 249 + 751 269 + 859 261 + 695 127 + 452 204 + 613
ZZ [LinS] 20+14 26+1,9 24+20 29+19 1,5£1,6 21+2,1

305 T Leistung N 34 106 54 56 42 112
Milch [kg] 8.638 +1.352 11.403+1.525 10.069+1.181 11.983+2.230 7.409+3.372 9.650 + 3.096
ECM [kg] 8.663+1.246 11.341+1.298 9.733+1.087 11.611+2.146 7.141+3.132 9.364 £ 2.987
Milchfett [%)] 40+04 40+04 3,8+£04 3,8£0,6 3,9+0,5 3,8+0,5
Milchfett [kg] 342 £ 50 450 £ 54 380 + 52 456 + 97 276 £ 120 363 + 118
Milcheiweil [%] 361£0,2 3,4+£0,2 3,3£0,2 3,210,2 3,3£0,2 3,3£0,2
Milcheiweil [kg] 302 + 46 387 £ 47 330+ 34 389172 246 £ 112 323 £ 105

MLP = Milchleistungsprifung, T = Tage, N = Stichprobenumfang (oben: Anzahl Kiihe, die in allen 8 MLPs geprift wurden; unten: Anzahl Kiihe, deren 305 Tage Leistung vorlag),
ECM = Energiekorrigierte Milchmenge (engl.: Energy-Corrected Milk, ECM) (Formel: ECM [kg] = (Milch [kg] * ((0.38 * Milchfett [%]) + (0.21 * Milcheiweil® [%]) + 1.05) / 3.28, ZZ =
Zellzahl, LinS = Linear Score (nach ALI und SHOOK (1980)). Angaben als Mittelwert + Standardabweichung.
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10.4.6 Deskriptive Statistik der Fruchtbarkeit

Die deskriptive Statistik der wichtigsten Fruchtbarkeitskennzahlen von Erst- und Mehrkalbskihen auf den drei Betrieben kann Tabelle 53 entnommen

werden.

Tabelle 53: Deskriptive Statistik der Fruchtbarkeitskennzahlen von Erst- und Mehrkalbskiihen auf den drei Studienbetrieben der Hauptstudie

Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3 Gesamt
Laktationsgruppe 1. 2 2. 1. 2 2. 1. 2 2. 1. 2 2.
N 27 82 54 70 28 80 109 232
EBE [%] 40 37 42 14 36 44 40 33
Rastzeit [Tage] 82+20 82 + 26 75 +17 71+ 16 85+ 12 86 + 20 7917 80 + 22
Giistzeit [Tage] 118 £ 60 115 + 61 127 + 67 137 £ 56 132 + 66 119 £ 50 126 £ 65 123 £ 57
Besamungsindex 21+14 1,9+13 26+272 3,1+1,8 24+17 1,9+1,2 24+19 2,3+

EBE = Erstbesamungserfolg, Besamungsindex = Anzahl Besamungen bis zur erfolgreichen Konzeption.
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