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1 Einleitung

Hypocalcamie ist eine der haufigsten Stoffwechselentgleisungen von Milchkihen in der
Transitphase. Trotz zahlreicher Konzepte zur Hypocalcamieprophylaxe tritt besonders die
subklinische Hypocalcamie bei Milchkihen im Zeitraum um die Abkalbung haufig auf. In einer
Studie aus dem Jahr 2017 lag die Inzidenz subklinischer Hypocalcamie (Serum-Ca-
Konzentration < 2,0 mmol/l) bei deutschen Milchkihen ab der dritten Laktation innerhalb der
ersten 48 Stunden nach der Kalbung bei knapp 50% (Venjakob et al. 2017). Haufig werden
verschiedene Konzepte der Hypocalcdmieprophylaxe miteinander kombiniert, um den Anteil
hypocalcamischer Tiere in der Herde weiter zu verringern und mégliche synergistische Effekte

Zu nutzen.

In einer Studie aus dem Jahr 2021 wurde die intramuskulare Injektion von 12 Mio. |.E.
Cholecalciferol mit der Fltterung einer Vorbereiterration mit negativer dietary cation-anion
balance (DCAB) als Hypocalcamieprophylaxe kombiniert (Venjakob et al. 2022). Dabei zeigte
sich in der Behandlungsgruppe ein deutlicher, positiver Effekt auf die Ca-Konzentration
innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Kalbung. Bei Analyse der ersten Milchleistungs- und
Reproduktionsdaten wurde jedoch in der Behandlungsgruppe eine verringerte Milchleistung in
den ersten beiden Milchleistungsprifungen und eine hoéhere Inzidenz von Retentio

secundinarum (Nachgeburtsverhalten) und Metritis (Gebarmutterentziindung) festgestellit.

Ziel der vorliegenden Studie war es, bei Betrieben mit einer positiven DCAB (= 0
mEg/kg TS) in der Vorbereiterfiitterung den Einfluss einer Injektion von 10 Mio. I.E.
Cholecalciferol ca. finf Tage vor der erwarteten Kalbung auf die Milchproduktion und das
Auftreten von Retentio secundinarum und Metritis in der nachfolgenden Laktation zu
untersuchen. Die zu Uberprifende Hypothese war, dass bei Milchkihen, die in der
Trockenstehphase mit einer positiven DCAB gefittert werden, eine Injektion von 10 Mio. I.E.
Cholecalciferol keinen negativen Effekt auf die Milchleistung und die Inzidenz von Retentio

secundinarum sowie Metritis hat.

Zu diesem Zweck wurde auf elf konventionellen Milchviehbetrieben 446
trockenstehenden Milchkihen etwa funf Tage vor dem errechneten Kalbetermin 10 Mio. I.E.
Cholecalciferol (10 ml, Ursovit D3, Serumwerk Bernburg) oder ein Placebo (10 ml
Natriumchlorid 0,9%, B.Braun Melsungen AG) injiziert. Um die Auswirkungen der
Cholecalciferol-Injektion auf die peripartale Serum-Ca-Konzentration zu untersuchen, wurden
bei einer Stichprobe von 95 Tieren jeweils Blutproben an Tag 1, 2 und 3 nach der Kalbung
genommen. Bei 38 Tieren wurde zusatzlich zwei Tage nach der Cholecalciferol-Injektion eine
weitere Blutprobe entnommen, um den Effekt der Behandlung auf Progesteron, Ostradiol und

die Cholecalciferol-Metaboliten zu untersuchen. Der Geburtsverlauf, das Auftreten von



Zwillingen, Totgeburten, Retentio secundinarum und klinischer Hypocalcamie (Festliegen)
wurde dokumentiert. Bei allen Tieren wurde finf bis zehn Tage post partum (p.p.)
Vaginalsekret gewonnen, um das Auftreten von Metritiden zu untersuchen. Auch die
Milchleistung, Fruchtbarkeitsparameter und Merzungen wurden erfasst, um den Einfluss der

Behandlung auf diese Parameter zu analysieren.



2 Literaturubersicht
21 Physiologie der Calciumhomoostase

Calcium (Ca) spielt eine Schlusselrolle in verschiedenen Stoffwechselprozessen von
Saugetieren. Es ist essentiell fir die Kontraktilitat glatter und quergestreifter Muskelzellen, die
Sekretion verschiedener Driusen, die Neurotransmission und weitere physiologische Prozesse
wie etwa die Blutgerinnung (Wilkens et al. 2020). Darlber hinaus ist es als second messenger
bei der Kommunikation in der Zelle und zwischen verschiedenen Zellen unerlasslich (Clapham
2007). Aufgrund dieser vielfaltigen Funktionen innerhalb des Stoffwechsels ist es wichtig, dass
die extrazellulare Ca-Konzentration innerhalb enger Grenzen reguliert wird. Beim adulten Rind
liegt die physiologische Ca-Konzentration des Plasmas zwischen 2,1 und 2,5 mmol/l (Goff
2006). Der extrazellulare Ca-Pool macht einen kleinen Teil des gesamten Ca des Kérpers aus,
da Ca zu 99 % im Skelett gespeichert wird (Martens und Deiner 2016). Das extrazellulare Ca
besteht nur etwa zur Halfte aus physiologisch aktivem ionisiertem Calcium (Ca?*). Die Ubrigen
50 % liegen proteingebunden oder komplexiert vor (Ramasamy 2006). Die Regulation des Ca-
Homoéostase unterliegt im Wesentlichen den drei Hormonen Parathormon (PTH), 1,25-
Dihydroxycholecalciferol (1,25(0OH).D3) und Calcitonin (Goff et al. 1991b, Ramasamy 2006).

2.1.1 Parathormon

Eine Erniedrigung der Blut-Ca-Konzentration wird durch den calcium-sensing receptor
(CaSR) in der Nebenschilddrise, in der PTH synthetisiert und gespeichert wird, detektiert
(Ramasamy 2006). Innerhalb von Minuten wird daraufhin das gespeicherte PTH ins Blut
abgegeben (Kumar und Thompson 2011). An den Zielzellen in Niere, Darm und Knochen
bindet es an den PTH-Rezeptor (Ramasamy 2006). Dadurch wird in der Niere, v.a. beim
Monogastrier, die Ca- und Pi-Resorption erhdht (Greger et al. 1978, Herm et al. 2015). Bei
geringflgigem Ca-Defizit im Blut normalisiert sich so haufig bereits die Plasma-Ca-
Konzentration, sodass auch die PTH-Sekretion auf das Basalniveau zurtickkehrt. Bei
Wiederkauern scheint dies jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen (Herm et al. 2015).
Ein starkerer Ca-Abfall fuhrt hingegen zu einer anhaltenden PTH-Sekretion, wodurch die Ca-
Resorption aus den Knochen sowie der renale Vitamin Ds-Metabolismus angeregt werden
(Goff et al. 1991b).

Die dauerhaft erhéhte PTH-Plasma-Konzentration induziert die Differenzierung und
Reifung von Osteoklasten Uber das OPG-RANKL-RANK-System (Ben-awadh et al. 2014).
Osteoklasten-Vorlauferzellen exprimieren den receptor activator of NFkB (RANK) auf ihrer
Oberflache (Nakagawa et al. 1998, Hsu et al. 1999). An diesen bindet der receptor activator
of NFkB-Ligand (RANKL), der von durch PTH-aktivierte Osteoblasten gebildet wird. Durch die

Bindung fusionieren die Osteoklast-Vorlauferzellen und bilden aktivierte Osteklasten (Lacey et
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al. 1998, Yasuda et al. 1998, Boyle et al. 2003). Dieser Prozess kann durch den osteoblast-
derived soluble decoy receptor Osteoprotegerin (OPG) behindert werden. Dabei bindet OPG
RANKL, sodass dieses nicht mehr an RANK auf der Oberflache der Osteoklasten-
Vorlauferzellen binden kann. In der Folge werden diese nicht mehr aktiviert (Lacey et al. 1998,
Wilkens et al. 2020). Aufgrund dieser Interaktion ist das Verhaltnis von Knochenauf- und
Knochenabbau also direkt abhangig vom Verhaltnis von OPG und RANKL. Eine
kontinuierliche PTH- Sekretion ins Blut aktiviert durch Stimulation der RANKL-Sekretion und
Hemmung der OPG-Freisetzung (Ma et al. 2001) die Knochenresorption, sodass Ca und P;

aus den Knochen ins Blut freigesetzt werden (Boyle et al. 2003).

Weiterhin stimuliert Parathormon in der Niere die Expression und Aktivitat der 1a-
Hydroxylase in den Mitochondrien der proximalen Tubuli (Fraser und Kodicek 1973). Dieses
Enzym konvertiert 25-Hydroxycholecalciferol (250HD3) zum am starksten biologisch aktiven
Vitamin Ds-Metaboliten 1,25-Dihydroxycholecalciferol (1,25(0OH).D3) (Fraser und Kodicek
1973). Uber diesen Weg erhéht PTH indirekt auch die Ca-Resorption im Darm (Goff et al.
1991b).

2.1.2 1,25-Dihydroxycholecalciferol

1,25(0OH).D3 entsteht nach zweifacher Hydroxylierung in Leber und Niere aus
Cholecalciferol (Vitamin D3) (Ponchon et al. 1969, Fraser und Kodicek 1973).

Dazu wird 7-Dehydrocholesterol aus dem Futter aufgenommen oder aus anderen
Verbindungen im Cholesterolstoffwechsel synthetisiert und in den Epithelzellen der Haut unter
UV-Strahlung in Cholecalciferol umgewandelt (Gaylor und Sault 1964, Hymgller und Jensen
2012). AufRerdem wird Cholecalciferol auch standardmafRig in vielen Milchkuh- bzw.
Trockensteherrationen zugesetzt (Hymeller und Jensen 2017, NRC 2021). Im Gegensatz zu
Cholecalciferol, das im Futter von Rindern kaum originar vorkommt, wird Ergocalciferol
(Vitamin D2) unter UV-Einstrahlung wahrend der Trocknungsphase nach dem Mahen von auf

dem welken Grasschnitt wachsenden Pilzen synthetisiert (Richardson und Logendra 1997).

Ergocalciferol und Cholecalciferol haben eine sehr ahnliche chemische Struktur (siehe
Abbildung 1). Aus diesem Grund werden beide im Organismus sehr ahnlich metabolisiert und
vermitteln eine vergleichbare Wirkung (Docke 1994). Cholecalciferol steigert die 250HDs-
Konzentration im Blut jedoch wesentlich potenter als Ergocalciferol und wirkt auch starker
hypercalcamisch (Trang et al. 1998, Romagnoli et al. 2008, Hymgller und Jensen 2011,
Balachandar et al. 2021, Litke-Doérhoff et al. 2022). Entsprechend ist Ergocalciferol etwa 5 bis

15-fach weniger toxisch als Cholecalciferol (Décke 1994).
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Ergocalciferol Cholecalciferol

Abbildung 1. Strukturformeln von Ergo- und Cholecalciferol nach Schenck und Kolb (1990)

Ergo- und Cholecalciferol sowie deren Metaboliten liegen im Blut nur zu 1% in der freien
Form vor (Powe et al. 2013). Die Ubrigen 99 % werden proteingebunden im Blut transportiert
und haben einen limitierten Zugang zu den Zielzellen (Kochupillai 2008). Etwa 85-90% der
proteingebundenen Fraktion sind an Vitamin D-Bindungsproteinen (DBP) gebunden (Powe et
al. 2013). Die Bindungsaffinitat der Vitamin D-Bindungsproteine nimmt wie folgt ab (das D
ohne tiefergestellte Nummer zeigt an, dass die Metaboliten von Ergo- und Cholecalciferol
gleichermalien gemeint sind): 250HD 2 24,25(0H).D > 1,25(0OH).D > Ergo-/ Cholecalciferol
(Tanaka und Deluca 1973). Nur die freien Formen kénnen ungehindert in die Zielzellen
diffundieren, werden metabolisiert und vermitteln in der Zielzelle die entsprechende Wirkung
(Kochupillai 2008).

Cholecalciferol wird in der Leber zunachst durch Hydroxylierung zu 250HDs
umgesetzt (Ponchon et al. 1969). Fur diese Hydroxylierung sind verschiedene 25-
Hydroxylasen verantwortlich. Bisher sind vorrangig das mitochondriale Enzym Cytochrom
P450 Subtyp 27A1 (CYP27A1) sowie die mikrosomalen Enzyme Cytochrom P450 Subtyp
2D25 beim Schwein und Cytochrom P 450 Subtyp 2R1 bei Mensch und Ratte untersucht
(Gascon-Barre 2005). Diese 25-Hydroxylasen werden kaum reguliert und sind daher in erster
Linie von der Substratverfligbarkeit abhangig (Omdahl et al. 2002, Jones 2008). In vielen
Untersuchungen ist daher das Produkt der Hydroxylierung - 250HD; - Marker fir eine

ausreichende Versorgung des Organismus mit Vitamin D (Hymgller und Jensen 2017).

Der zweite Hydroxylierungsschritt in der Niere durch die 1a-Hydroxylase (Cytochrom
P450 Subtyp 27B1, CYP27B1) ist sehr eng durch PTH und Calcitonin aber auch direkt durch



die Ca- und Phosphor (Pi)-Konzentrationen im Plasma sowie durch negative Rickkopplung
aufgrund hoher 1,25(0OH).D3s-Konzentrationen reguliert (Goff et al. 1991b, Ramasamy 2006,
Christakos et al. 2019). 1,25(0OH).Ds aktiviert auf’erdem die eigene Metabolisierung, indem es
die Expression der 24-Hydroxylase (Cytochrom P450 Subtyp 24A1, CYP24A1) stimuliert
(Kutuzova und DelLuca 2004). Dieses Enzym setzt sowohl das Substrat der 1a-Hydroxylase
- 250HDs3 - als auch das bereits produzierte 1,25(0OH).D3s durch Hydoxylierung an Position 24
in inaktive Metaboliten um (Beckman und DelLuca 2002, Jones et al. 2012). Es wird au3erdem
durch steigende Ca- und Pi-Konzentrationen im Blut aktiviert und durch PTH inhibiert (Dusso
et al. 2005). In einer Studie, in der Schafe Gber 10 Tage 6 ug/kg KGW 250HDs oral erhielten,
fuhrte der erhohte 250HD3-Spiegel im Blut zu einem starken Anstieg der RNA-Expression von
CYP24A1, sodass moglicherweise auch 250HD3 die Aktivitdt der 24-Hdroxylase steigert
(Wilkens et al. 2016).

1,25-Dihydroxycholecalciferol induziert die Synthese des fibroblast growth factor 23
(FGF23; Saiji et al. 2010). Dieses aus den Knochen stammende Phosphatonin vermindert die
1,25(0OH)2D3-Konzentration im Blut durch Interaktion mit der PTH-Expression und dem
Cholecalciferol-Stoffwechsel (Schiavi und Kumar 2004, Krajisnik et al. 2007). Weiterhin bewirkt
1,25(0OH)2D3im Darm, am Knochen und in der Niere einen Ca-Transfer ins Blut. Im Darm wird
das Ca bei ausreichender oraler Zufuhr und guter Léslichkeit der Ca-Quelle passiv parazellular
Uber Tight Junctions zwischen den Darmepithelzellen aufgenommen. Dabei ist ein Ca-
Konzentrationsgefalle zwischen dem Darm und der Blutbahn Voraussetzung (Hoenderop et
al. 2005). Bei limitierter Zufuhr Uber die Nahrung oder gesteigertem Ca-Bedarf ist jedoch ein
aktiver, Cholecalciferol-abhangiger Transport durch die Darmepithelzellen erforderlich
(Bronner et al. 1986, Goff 2014). 1,25-Dihydroxycholecalciferol diffundiert apikal in die Zelle
und bindet an den Vitamin D-Rezeptor (VDR), der daraufhin den Co-Rezeptor Retinoid
Rezeptor X (RXR) bindet. Zusammen formen sie ein Heterodimer, welches als Liganden-
aktivierter Transkriptionsfaktor fungiert (Brown et al. 1999). Dieser Liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktor bindet an vitamin d responsive elements in den Promotorregionen der
Zielgene. Durch Aktivierung der Transkription und Translation verschiedener Gene vermittelt
er die Expression der Ca-Kanale TRPV5 und TRPV6 (Hoenderop et al. 2005). Diese lagern
sich in die apikale Membran ein und fungieren als Transporter, die Ca in die Zelle aufnehmen
(Hoenderop et al. 1999). Des Weiteren werden die Ca-Bindungsproteine Calbindin Dok und
Calbindin D2gk sowie eine Ca-ATPase (plasma membrane calcium ATPase (PMCA)) und ein
Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) exprimiert (Nemere et al. 1991, Bouillon et al. 2003).
Wahrend die Ca-Bindungsproteine das Ca innerhalb der Zelle transportieren, dienen PMCA
und NCX dazu, basolateral aktiv Ca ins Blut zu pumpen (Wasserman et al. 1966, Carafoli
1991, Hoenderop et al. 2005, Martin-Tereso und Martens 2014). In sehr hohen



Konzentrationen kann auch 250HD; den VDR binden und so die gleiche Wirkung wie
1,25(0OH)2D3 vermitteln (DeLuca et al. 2011). Fir eine vergleichbare Wirkung von 250HD; zu
1,25(0OH)2Ds ist allerdings eine etwa 150-fach héhere Dosis notwendig (Brumbaugh und
Haussler 1973).

In der Niere fuhrt 1,25(OH).D3 Uber den gleichen Mechanismus zu einer verstarkten
Expression von Ca-Transportproteinen und dementsprechend zu einer gesteigerten tubularen
Ca-Absorption (Hoenderop et al. 2005). Am Knochen interagiert 1,25(OH).D3 &hnlich wie
Parathormon mit dem OPG-RANKL-RANK-System. Bindet 1,25(0OH).D3z den VDR in
Osteoblasten, steigert dies die Expression von RANKL und resultiert in einer Steigerung der

Ca-Mobilisation aus dem Knochengewebe ins Blut (Ramasamy 2006).

2.1.3 Calcitonin

Calcitonin, ein Peptidhormon aus 32 Aminosauren, wird in den C-Zellen der
Schilddrise gebildet und in Folge einer ansteigenden Ca-Konzentration im Plasma
(Hypercalcamie) aus diesen freigesetzt (Pearse 1966, Felsenfeld und Levine 2015). Erfasst
wird der Anstieg des Ca durch einen in den C-Zellen exprimierten calcium-sensing-receptor
(Kantham et al. 2009). Calcitonin senkt den Ca-Spiegel im Plasma durch eine starke
Hemmung der Osteoklastenaktivitat im Knochen, unterstiitzt durch eine Steigerung der Ca-
Exkretion in der Niere (Horne et al. 1994). Zum Einfluss von Calcitonin auf die Entstehung der
Hypocalcamie gibt es widerspriichliche Erkenntnisse. Mehrere Studien konnten bei Tieren mit
klinischer Hypocalcamie verminderte Calcitonin-Konzentrationen im Blut nachweisen (Mayer
et al. 1975, Hollis et al. 1981, Shappell et al. 1987). Im Gegensatz dazu konnten Rodriguez et
al. (2016) zeigen, dass Tiere mit einer moderaten subklinischen Hypocalcamie (Plasma-Ca-
Werte zwischen 1,5 und 1,85 mmol/l) im Vergleich zu Tieren mit einer geringgradigen
subklinischen Hypocalcamie (Plasma-Ca zwischen 1,88 und 2,13 mmol/l) héhere Calcitonin-
Werte im Blut hatten. Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass der
Calcitoninanstieg die PTH-induzierte Aktivierung der Knochenresorption behindert und so eine

Verscharfung der Hypocalcamie bedingt.

2.1.4 Serotonin

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein Monoamin, welches in Nervenzellen und
anderen peripheren Geweben - wie etwa der Milchdrise - aus L-Tryptophan gebildet wird
(Lauder 2004, Laporta et al. 2013 a). Es verstarkt in der Milchdrise die Bildung eines
parathyroid hormone-related protein (PTHrP), welches an den PTH-Rezeptor auf der
Oberflache von Osteoblasten bindet. Durch die Bindung wird die Proliferation von
Osteoblasten gehemmt und die Osteoklastenaktivitat stimuliert, sodass vermehrt Ca aus den

Knochen ins Blut freigesetzt wird (Wysolmerski 2010). AuRerdem verstarkt Serotonin den
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aktiven Transport von Ca aus dem Blut in die Milchdrise, indem es die Expression von Ca-

ATPasen auf der apikalen Membran der Milchdrisenzellen steigert (Slater et al. 2018).

In Studien konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von Milchkiihen mit 5-
Hydroxy-L-Tryptophan (5-HTP) - einem direkten Vorlaufer von Serotonin - ante partum (a.p.)
im Vergleich zu Kontrolltieren zu signifikant héheren Ca-Werten nach der Abkalbung flhrte
(Hernandez-Castellano et al. 2017, Slater et al. 2018). Laut Wilkens et al. (2020) scheint die
Wirkung von Serotonin auf die Ca-Homdostase dabei unabhangig von der Regulation des Ca-
Spiegels durch PTH und Cholecalciferol zu sein, da eine peripartale Cholecalciferol-
Supplementierung keinen Einfluss auf die Serotonin-Konzentration von Milchkiihen hatte
(Martinez et al. 2018a). Des Weiteren konnten bei einer intravenésen Behandlung von
Milchkihen mit 5-HTP vor der Abkalbung keine Auswirkungen auf die PTH-Konzentration im

Blut beobachtet werden (Hernandez-Castellano et al. 2017).

2.2 Peripartale Hypocalcamie
2.2.1 Atiologie

Die peripartale Hypocalcamie der Milchkuh entsteht durch eine Stoffwechselstérung
wahrend der Transitphase. Nach der Geburt steigt der Ca-Bedarf sprunghaft an, wahrend die
Mechanismen der Gegenregulation, also die erhohte Ca-Aufnahme aus dem Darm und die
gesteigerte Ca-Mobilisation aus den Knochen, meist erst verzogert einsetzen (Wenning und
Grinberg 2015, Venjakob und Borchardt 2022). Durch den erhéhten Transfer von Ca aus dem
Blut ins Euter zu Beginn der Laktation entwickeln etwa 50% der frischmelken Kihe eine

Hypocalcamie (Gesamt-Ca-Konzentration im Plasma < 2.0 mmol/l; (Venjakob et al. 2017)).

Wie oben bereits beschrieben, wird durch den erniedrigten Ca-Spiegel PTH freigesetzt
und so die Ca-Mobilisation aus den Knochen aktiviert. Dieses Ca kann in eine schnell
verfligbare Fraktion, die aus der Hydrathllle des Knochens stammt, und einen erst verzogert
ins Blut abgegebenen Anteil, der durch die verstarkte Osteoklastenaktivitdt aus der soliden
Knochenmatrix freigesetzt wird, eingeteilt werden (Wenning und Griinberg 2015). Wahrend
die schnell verfiigbare Fraktion, die bei einer adulten Kuh ca. 6-10 g betragt, schon innerhalb
von Stunden akquiriert werden kann (Vagg und Payne 1970), bendétigt die Mobilisation aus der
Knochenmatrix mehrere Tage (Liesegang et al. 1988). Auch die durch 1,25(OH).Ds vermittelte
gesteigerte Ca-Absorption im Darm fuhrt nur zeitverzdgert zu einem Anstieg der Plasma-Ca-
Konzentration, da die bendtigten Ca-Transporterproteine zunachst durch Transkription und

Translation in den Darmepithelzellen gebildet werden mussen (Wilkens et al. 2020).

Die Ca-Menge, die im Kdrper einer gesunden Milchkuh extrazellular zirkuliert, liegt bei

8-10g (davon 2,5 - 3 g im Plasma). Wahrend eine trockenstehende Kuh kurz vor der Kalbung



einen Ca-Bedarf von ca. 21 g/Tag hat (Martens und Deiner 2016), steigt der Bedarf nach der
Kalbung durch die einsetzende Kolostrum- und spater Milchproduktion stark an. Pro Liter
Kolostrum werden dann 1,8 - 2,5 g Ca, pro Liter Milch bis zu 1,25 g Ca bendtigt (Goff 2014,
Khol et al. 2020). Abhangig von der Kolostrummenge bzw. Milchleistung steigt der Bedarf dann
sprunghaft auf 30 - 70 g Ca pro Tag an. Dies kann nur durch eine schnelle, effektive
Anpassung des Ca-Stoffwechsels erreicht werden. Die oben erlauterte ,Latenzzeit* der den
Ca-Spiegel steigernden Mechanismen (Aktivierung des VDR; Transkription und Translation
von Ca-Transportproteinen und Aktivierung der Osteoklasten) liefern einen Erklarungsansatz
fir das erhohte Hypocalcamierisiko innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Abkalbung
(Martin-Tereso und Martens 2014).

2.2.2 Risikofaktoren

Die peripartale Hypocalcamie stellt neben der negativen Energiebilanz sowie
metabolischem Stress und systemischer Entziindung einen der wichtigsten Wegbereiter flr
andere Erkrankungen in der Transitphase dar. Die Entstehung eines peripartalen Ca-Mangels

wird aber auch selbst durch pradisponierende Faktoren beglinstigt.

Der deutlichste Risikofaktor fir Hypocalcamie ist das Alter bzw. die Laktationszahl des
Tieres. Erstkalbinnen haben ein deutlich geringeres Risiko peripartal eine Kklinische
Hypocalcamie zu entwickeln. In einer Studie von Venjakob et al. (2017) stieg der Anteil von
Kihen mit einer Gesamt-Ca-Konzentration < 2 mmol/l im Serum von 5,7% in der ersten
Laktation auf 29% in der zweiten Laktation. In der dritten Laktation waren 49,4% der Milchkiihe
betroffen. In der vierten oder héheren Laktation konnte bei 60,4% eine Ca-Konzentration unter
2 mmol/lim Serum nachgewiesen werden. Ein dhnlicher Anstieg konnte in dieser Studie auch
fur Tiere mit klinischer Hypocalcamie beobachtet werden. Der Anteil der Tiere mit klinischer
Gebarparese erhdhte sich von 1,4% in der 2. Laktation, auf 5,7% in der 3. Laktation und auf
16,1% in der 4. und hdheren Laktationen. Erstkalbinnen zeigten keine klinischen Symptome

einer Hypocalcamie.

Fir diese Beobachtung gibt es verschiedene Erklarungsansatze: Eine im Alter
verminderte Anzahl von PTH-Rezeptoren kénnte der Grund fur die verzdgerte Adaption der
Ca-Homoostase bei Mehrkalbinnen sein (Khol et al. 2020). Weiterhin zeigten Studien, dass
die Anzahl der VDR im Darm bei Ratten und Kihen mit dem Alter abnehmen, sodass bei
alteren Kihen die erhdhte Ca-Absorption aus dem Darm erst verzogert einsetzen kénnte (Goff
et al. 1988, Horst et al. 1990). Im Knochen sinkt die Anzahl der Osteoblasten bei alteren Tieren
und die Knochenumbauvorgange sind nicht mehr so stark ausgepragt wie bei jungeren Kuhen,
sodass die Anpassungsfahigkeit des Knochens an hypocalcamische Zustande verringert sein

konnte (Goff et al. 1991b, Horst et al. 1990). Diese Ansatze beruhen jedoch vorrangig auf



Studien an Labortieren und im biologischen Sinn gelten Milchkihe in den ersten Laktationen
noch nicht als alt (Khol et al. 2020). Ein weiterer Grund fiir das deutlich geringere Risiko
klinischer Hypocalcamie von Erstkalbinnen koénnte die Kolostrummenge sein, die bei
Mehrkalbinnen deutlich héher und entsprechend mit einem starkeren Ca-Verlust verbunden
ist (Venjakob et al. 2017). Dennoch |asst sich der Anstieg des Risikos klinischer Hypocalcamie
mit zunehmender Laktationszahl so nicht erklaren, da die Kolostrummenge mit steigender

Laktationszahl bei Mehrkalbinnen nicht wesentlich ansteigt.

Auch Tiere mit einer sehr hohen Milchleistung oder Tiere, die bereits in
vorangegangenen Laktationen an klinischer Hypocalcamie erkrankt sind, haben ein erhéhtes
Risiko erneut an klinischer oder subklinischer Hypocalcamie zu erkranken (Oetzel 1988).
Gleiches gilt auch fir Tiere mit einem hohen (> 3,5) body condition score (BCS) (Heuer et al.
1999).

Weiterhin kann auch die Verfligbarkeit von Magnesium (Mg?*) in der Ration eine Rolle
bei der Entstehung von Hypocalcamie spielen. Die PTH-Rezeptoren in Niere, Darm und
Knochen bendétigen, damit PTH binden und die Signaltransduktion in die Zelle ablaufen kann,
Mg?* und ein leicht azidotisches Milieu (Goff 2014). Hypomagnesiamie (Mg?*-Konzentration im
Blut < 8 mmol/l) pradisponiert zur hypocalcamischen Gebarparese (Allen und Davies 1981).
Einerseits hemmt eine verminderte Mg?*-Konzentration im Blut die Regulationsmechanismen,
die den Ca-Spiegel im Blut erhéhen. So hemmt eine Hypomagnesamie die Freisetzung von
PTH und dessen Wirkung an den Zielorganen (Goff 2008), sodass sekundar eine
Hypocalcamie entstehen kann (Rayssiguier et al. 1977). AuRerdem konnte eine verminderte
Umsetzung von 250HD3 zu 1,25(0OH),D3; beobachtet werden (Payne et al. 1970), da dieser
Prozess Mg?*-abhangig ist (Horsting und DeLuca 1969). Andererseits zeigt sich bei erhdhten
Mg?*-Konzentrationen im Blut ein direkter Antagonismus zu Ca (Martens und Deiner 2016).
Eine erhohte orale Mg?*-Aufnahme blockiert die Ca-Absorption im Pansen (Oehlschlaeger et
al. 2014) und koénnte so indirekt zu einer verstarkten intestinalen Ca-Absorption fiihren
(Martens und Deiner 2016). Ebenso kann durch Mg?*-Gabe eine erhohte renale Ca-
Ausscheidung induziert werden (Waterman et al. 1991). Martens und Deiner (2016) sehen in
der verminderten Resorption im Pansen und der erhéhten renalen Ausscheidung von Ca eine
Stérung des Ca-Haushalts, der zu einer Aktivierung der Regulationsmechanismen zur
Steigerung des Blut-Ca-Spiegels fuhrt. Sie vermuten, dass dies eine Ursache fiir die geringere
Inzidenz klinischer Hypocalcamie bei Milchkiihen ist, deren Ration hohe Mg?*-Gehalte

aufweisen.

Pi-reiche Rationen pradisponieren ebenfalls zur Hypocalcamie (Lean et al. 2006).

Aktuelle Forschungsergebnisse konnten zeigen, dass eine Reduzierung von P; in der
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Trockensteherration zu erhéhten Ca-Konzentrationen im Blut nach der Abkalbung fiihrt (Cohrs
et al. 2018, Keanthao et al. 2021). Diese ist vermutlich durch eine Aktivierung der Mobilisation
von Ca und P; aus den Knochen bedingt, da der Knochenresorptionsmarker CrossLaps bei
Tieren, die eine Pi-arme Diat erhielten, gegenlber denen, die phosphatreich gefittert wurden,
erhoht war (Cohrs et al. 2018, Wachter et al. 2022). Gleichzeitig konnte jedoch kein
signifikanter Anstieg von 1,25(0OH).Ds; beobachtet werden und auch PTH war bei den
phosphatarm gefltterten Tieren deutlich geringer als bei der phosphatreich gefitterten
Gruppe. Ursachen hierfir konnten entweder eine deutlich erhdhte Sensitivitat fir PTH oder
eine Induktion der Knochenresorption unabhangig von PTH sein (Cohrs et al. 2018). Die
genauen Mechanismen der Aktivierung der Knochenresorption durch eine phosphatarme
Fltterung sind jedoch noch nicht ausreichend untersucht (Keanthao et al. 2021, Wachter et al.
2022).

2.2.3 Kilinik und Behandlungskonzepte

Die klinische Hypocalcamie lasst sich in der Praxis meist mit hoher Sicherheit anhand
des Zeitpunktes des Auftretens und des typischen Symptomkomplexes diagnostizieren und
anhand des haufig rasch eintretenden Therapieerfolgs nach einer Ca-Infusion Uberprifen.

Man unterscheidet drei verschiedene Stadien (Constable et al. 2017):

Im ersten Stadium zeigen sich die Tiere nervds, das Gangbild ist unsicher.
Futteraufnahme, Wiederkautatigkeit und Kotabsatz sind vermindert. Besonders am Hals und
an den Gliedmalen sind Faszikulationen sichtbar. Bei genauerer Untersuchung lassen sich
kalte Akren, eine verminderte Pansenmotilitat und ein schwacher, schneller Puls feststellen.

Die Stehfahigkeit des Tieres ist noch erhalten (Wenning und Griinberg 2015).

Das zweite Stadium ist durch Festliegen, meist in autoauskultatorischer Haltung
(Brustseitenlage), gekennzeichnet (Wenning und Griinberg 2015). Auch das Sensorium kann
in dieser Phase bereits beeintrachtigt sein. Die gesamte Korperoberflache ist kalt und auch
die Rektaltemperatur ist erniedrigt (Venjakob et al. 2016). Die Tiere sind haufig leicht
tympanisch und setzen aufgrund der reduzierten Motilitat des gesamten Magen-Darm-Trakts
keinen Kot ab (Wenning und Griinberg 2015).

Im dritten Stadium besteht akute Lebensgefahr (Khol et al. 2020). Die Kiihe liegen in
komatésem Zustand in Seitenlage fest und zeigen eine schlaffe L&hmung der Gliedmalien.
Puls und Herzschlag sind schwach und schnell (Wenning und Grlinberg 2015). Der Pansen
wird durch die anhaltende Gasbildung ohne ausgleichenden Ruktus aufgrund der
ausbleibenden Motorik stark tympanisch, sodass es 2zu einem abdominalen

Kompartmentsyndrom kommen kann. Dabei kann es durch die GbermafRige Druckbelastung
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in der Bauchhohle zu einer Schadigung von Nerven und Muskeln und einer Minderperfusion

lebenswichtiger Organe kommen (van Aken et al. 2014).

Die subklinische Form der Hypocalcamie wird haufig durch einen Abfall der Ca-
Konzentration im Blut unter den physiologischen Grenzwert von ca. 2,1 mmol/l ohne klinisch
sichtbare Symptome definiert. Einen einheitlichen Grenzwert gibt es in der Literatur jedoch
nicht. Haufig ist fur die subklinische Form auch eine Serum-Konzentration unter 2,0 mmol/l
angegeben (Reinhardt et al. 2011, Venjakob et al. 2017). Aktuellere Studien nutzen jedoch
auch Werte darlber (2,14 mmol/l; (Couto Serrenho et al. 2021)).

Es gibt verschiedene Behandlungskonzepte fir die Therapie der klinischen
Hypocalcamie, die abhangig vom jeweiligen Stadium eingesetzt und miteinander kombiniert

werden sollten:

Nicht festliegende Tiere im Stadium | sollten nur oral oder subkutan mit Ca behandelt
werden, da eine intravendse Applikation der gangigen Ca-Boroglukonatinfusionslésungen zu
einem starken Anstieg der Blut-Ca-Konzentration fuhrt (Blanc et al. 2014). Dadurch kénnen
bei einer Konzentration von 7 bis 8 mmol/l potenziell lebensbedrohliche Arrythmien auftreten
(Littledike et al. 1976). Daher sollte diese Applikationsroute nur unter auskultatorischer
Kontrolle der Herzaktivitat bei Tieren im Stadium Il und Il eingesetzt werden. Auf3erdem wird
durch die kurzzeitige, deutliche Steigerung des Ca-Spiegels die PTH-Ausschittung gehemmt
(Braun et al. 2009) und Calcitonin, das den Mechanismen zur Steigerung der Ca-
Konzentration im Blut entgegenwirkt, freigesetzt (Goff 1999). Dies kann die Adaption der
peripartalen Kuh an den deutlich gestiegenen Ca-Bedarf nach der Abkalbung behindern. Eine
orale Gabe zweier Ca-Boli im Abstand von 12 Stunden flihrte hingegen zu einem moderaten
Anstieg der Ca-Konzentration im Blut auf ca. 2,0 mmol/l, der dann aber (ber einen Zeitraum
von ca. 48 Stunden anhielt (Blanc et al. 2014, Domino et al. 2017). In einer Studie von Domino
et al. (2017) fuhrte eine subkutane Infusion von Ca innerhalb weniger Stunden zu einer
Steigerung der Serum-Ca-Konzentration auf ca. 2,3 mmol/l, bevor sie innerhalb der nachsten

20 Stunden wieder auf 1,75 mmol/l absank.

Festliegende Tiere in Stadium Il und Ill missen intravends behandelt werden, um dem
Stoffwechsel schnell ausreichend Ca zur Verfligung zu stellen, damit die Tiere aufstehen
kénnen. Nur so kénnen die negativen Folgen des Festliegens - wie etwa Nervenschaden und
Muskeltraumata - begrenzt werden. Eine orale Ca-Gabe ist kontraindiziert, da das Sensorium
der Tiere haufig eingeschrankt ist und so ein normaler Schluckreflex nicht sicher gegeben ist.
Eine handelslbliche Ca-Boroglukonatlésung (24%, 500 ml) enthalt ca. 10 bis 11 g Ca. Diese
Menge sollte ausreichen, um eine Kuh mit klinischer Hypocalcamie in Stadium Il und IlI

ausreichend mit Ca zu versorgen (Venjakob und Borchardt 2022). Hoherprozentige Lésungen,
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die bis zu 22 g Ca enthalten kbnnen, sind aus den oben bereits erlauterten Griinden eher
kontraproduktiv. Es ist sinnvoller, die langfristigeren Effekte der subkutanen bzw. oralen
Applikationsrouten nach einer initialen intravendésen Therapie auszunutzen und die Ca-
Infusion intravends mit der Gabe von Ca subkutan oder oral verabreichten Ca-Boli, sofern die
Kuh ihre Standfahigkeit und ein ungetriibtes Sensorium zurlickerlangt hat, zu kombinieren. Die
subkutane Ca-Gabe und die orale Gabe kénnen dem relativ hohen Rezidivrisiko (25 - 38%

aller Tiere kommen erneut zum Festliegen) entgegenwirken (Curtis et al. 1987).

2.2.4 Wirtschaftliche Relevanz

Klinische Hypocalcamie ist ein anerkannter Risikofaktor fir weitere Erkrankungen wie
Labmagenverlagerung, Ketose, Metritis (Gebarmutterentziindung), Retentio secundiarum
(Nachgeburtsverhalten) und Mastitis (Euterentziindung) sowie fir eine verminderte
Milchleistung (DeGaris und Lean 2008). Dennoch sind vom tatsachlichen Festliegen nur ca. 5
% aller Tiere betroffen (Reinhardt et al. 2011), sodass diese Form der Hypocalcamie keinen
grolien Einfluss auf die Erkrankungen auf Herdenebene bzw. das Produktionsergebnis hat
(Wilkens et al. 2020).

Im Gegensatz dazu konnte fur die subklinische Hypocalcamie, die - wenn auch weniger
auffallig - deutlich haufiger auftritt und bis zu 50 % aller Kihe nach der Geburt betrifft
(Reinhardt et al. 2011, Venjakob et al. 2017), ein Einfluss auf die Gesundheit und die
Milchleistung auf Herdenebene gezeigt werden. So ist auch die subklinische Hypocalcamie
mit Ketose, linksseitiger Labmagenverlagerung und Metritis (Rodriguez et al. 2017, Martinez
et al. 2018a, Venjakob et al. 2021) assoziiert und flhrt zu einer schlechteren
Reproduktionsleistung und einem héheren Merzungsrisiko in der Friihlaktation (Martinez et al.
2012, Venjakob et al. 2018).

Die Ursachen flir den Zusammenhang von Hypocalcamie und vielen anderen
Erkrankungen in der Transitphase beruhen sowohl auf direkten Folgen des Ca-Mangels, wie
etwa eine Beeintrachtigung der Funktion von glatter Muskulatur, als auch auf indirekten
Auswirkungen, v.a. durch eine negative Beeinflussung des Immunsystems (Venjakob und
Borchardt 2021). Hypocalcamische Milchkihe kdnnen peripartal eine deutliche
Immunschwache entwickeln (Kimura et al. 2006), die durch eine verringerte
Phagozytoseaktivitat und einen eingeschrankten respiratory burst (Bekampfungsstrategie zur
Abwehr von Krankheitserregern durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen) von neutrophilen
Granulozyten gekennzeichnet ist (Martinez et al. 2014). AuRerdem konnte nachgewiesen
werden, dass eine reduzierte Verflgbarkeit von Ca durch die peripartale Hypocalcamie zu
einer verminderten Reaktivitdt von Immunzellen fihrt (Kimura et al. 2006). Diese

immunsupressive Wirkung im Zeitraum um die Geburt macht hypocalcamische Tiere anfalliger
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fur infektiose Erkrankungen. So konnten Curtis et al. (1983) zeigen, dass Tiere, die an
klinischer Hypocalcamie erkranken, auch haufiger Mastitiden entwickeln. Ein weiterer direkter
Faktor fir die Entstehung von Mastitiden bei hypocalcamischen Kihen ist die aufgrund des
Ca-Mangels beeintrachtige Funktion der glatten Muskulatur, insbesondere des
Zitzensphinkters, sodass dieser die Zitzenzisterne nicht mehr ausreichend verschliefl3t und
Krankheitserreger damit leichter eindringen kénnen (Goff 2008). Die mangelhafte Versorgung
der Muskulatur mit Ca pradestiniert weiterhin zu Dystokien, Retentio secundinarum und
Gebarmuttervorfallen (Correa et al. 1992, Goff 2008, Martinez et al. 2012, Caixeta et al. 2017).
Wilhelm et al. (2017) wiesen ein erhdhtes Risiko fir Retentio secundinarum bei Tieren mit
einem Serum-Ca-Spiegel < 2.0 mmol/l in den ersten zwei Stunden nach der Geburt nach.
AulRerdem steigt aufgrund der eingeschrankten Immunfunktion und des vermehrten Auftretens
von Retentio secundinarum auch das Risiko fur das Auftreten von Metritis bei Tieren mit
Hypocalcamie in der Transitphase (Martinez et al. 2012, Wilhelm et al. 2017, Neves et al. 2018,
Venjakob et al. 2019). Zuletzt ist auch ein Zusammenhang von Hypocalcdmie und
Labmagenverlagerung denkbar. Es besteht eine negative Assoziation zwischen Hypocalcamie
und der Pansen- bzw. Labmagenaktivitat im peripartalen Zeitraum (Daniel 1983, Goff et al.
2020). Diese koénnte ein Faktor bei der Entstehung von Labmagenverlagerungen sein
(Venjakob und Borchardt 2021).

Oetzel (2013) schatzt die Kosten eines Falles von klinischer Hypocalcamie auf US $
300; die einer Kuh mit subklinischer Hypocalcamie auf US $ 125 (ca. 115 €). Wie oben bereits
beschrieben, ist der finanzielle Aufwand bei einer festliegenden Kuh aufgrund der Kosten fir
Behandlung, Nachsorge und Produktionsausfall zwar mehr als doppelt so hoch, dennoch ist
der finanzielle Gesamtschaden durch die subklinische Hypocalcamie aufgrund der ca. 10-fach
héheren Inzidenz etwa 4-fach hoéher als der durch klinische Hypocalcamie (Oetzel 2013) und
damit sehr viel bedeutsamer. Fur einen Betrieb mit 300 Klihen bedeutet dies bei einer Inzidenz
von 5% klinischer Hypocalcamie und 40% subklinischer Hypocalcamie Gesamtkosten von ca.
4.000 € fur die festliegenden Tiere und ca. 13.800 € EinbuRen aufgrund der Folgen von
subklinischer Hypocalcamie (Oetzel 2013).

2.3 Konzepte zur Hypocalcamiepravention

Es gibt vielfaltige Konzepte zur Verminderung des Auftretens von klinischer und
subklinischer  Hypocalcamie. Haufig ist das Ziel dieser Mallnahmen, die
Regulationsmechanismen der Ca-Homoostase bereits vor der Geburt optimal auf den
erhohten Ca-Bedarf p.p. vorzubereiten, um die Ca-Konzentration im Blut um den
Geburtszeitraum schnell zu erhéhen. Im Folgenden werden diese Strategien eingehender

erlautert.
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2.3.1 Calciumrestriktive Fiitterung und Einsatz von Calciumbindern

Ein Ansatz zur Hypocalcamiepravention ist die Futterung einer Ca-armen Ration (< 20
g Ca pro Tier und Tag; Wilkens et al. 2020) in den letzten drei bis vier Wochen vor der Kalbung
(Khol et al. 2020). Eine trockenstehende Milchkuh bendétigt in den letzten zwei Monaten der
Trachtigkeit ca. 21 g Ca pro Tag (Martens und Deiner 2016). Die Ca-Menge vieler
Trockensteherrationen Ubersteigt diesen taglichen Bedarf jedoch deutlich (Thilsing-Hansen et
al. 2002b). In diesem Fall wird der Ca-Bedarf ausschlie3lich durch passive Aufnahme Uber
den Gastrointestinaltrakt gedeckt, sodass die tbrigen Mechanismen zur Steigerung des Ca-
Gehalts im Blut nicht aktiviert sind (Ramberg et al. 1984, Horst et al. 1994). Im Gegensatz
dazu wird durch das Ca-Defizit bei Ca-armer Fitterung die PTH-Sekretion stimuliert und so
schon vor der Geburt die Freisetzung von Ca aus den Knochen aktiviert (Kichura et al. 1982).
Durch PTH wird weiterhin friihzeitig die Bildung von 1,25(0OH).D3 geférdert und damit auch die
Ca-Absorption im Darm gesteigert. So kann durch die Verminderung des Ca in der Ration die
Gegenregulation bereits Wochen bis Tage vor dem Einsetzen der Milchproduktion angeregt
werden und so eine adaquate Adaptation an den erhdhten Bedarf nach der Kalbung erreicht
werden (Thilsing-Hansen et al. 2002b, Khol et al. 2020). Allerdings findet dieses Konzept in
der Praxis nur selten Anwendung, da bei einer Trockenmasseaufnahme von ca. 10 kg pro Tier
und Tag nur maximal 3 g Ca pro kg Trockenmasse in der Trockensteherration enthalten sein
darf, um die maximale Aufnahme von 30 g Ca pro Tier und Tag nicht zu Uberschreiten
(Wenning und Grinberg 2015). Dies ist mit in der Praxis gangigen Futtermitteln meist nicht zu
erreichen (Wilkens et al. 2020). Eine Ca-Aufnahmen Uber 30 g reicht nicht aus, um ein

adaquates Ca-Defizit in der Kuh zu induzieren (Thilsing-Hansen et al. 2002b).

Um die Ca-Aufnahme v.a. in Rationen, die viel Ca-reiche Grassilage oder Luzerne
enthalten, zu reduzieren, kdnnen Ca-Binder eingesetzt werden (Martin-Tereso und Martens
2014). Diese binden einen Teil des in der Ration vorhandenen Ca (Kerwin et al. 2019). Zeolith
A, ein synthetisch hergestelltes Natriumaluminiumsilikat, fiihrte in Studien zu signifikant
héheren Ca-Werten im Blut einen Tag vor bis drei Tage nach der Kalbung und erhdhte den
1,25(0OH)2D3-Spiegel bereits eine Woche vor dem errechneten Kalbedatum (Thilsing-Hansen
et al. 2002a, Kerwin et al. 2019). Nachteilig bei der Nutzung von Zeolith A zur Ca-Reduktion
in der Ration war jedoch, dass aufgrund des bitteren Geschmacks die Akzeptanz des Futters
sank und eine reduzierte Futteraufnahme und Wiederkauaktivitat die Folge waren (Kerwin et
al. 2019). AuRerdem bindet es unspezifisch auch andere Mineralstoffe und Spurenelemente,

die dann eventuell in der Ration wieder erganzt werden mussen (Khol et al. 2020).

Neben Zeolith A kann auch Pansen-geschitzte, phytatreiche Reiskleie in den letzten
zwei bis drei Wochen vor der Geburt in die Ration gemischt werden, um die Ca-Verfiigbarkeit

zu vermindern. Pro kg Reiskleie werden dann bis zu 9 g Ca durch das enthaltene Phytat
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gebunden (Wenning und Grinberg 2015). In der Studie von Martin-Tereso et al. (2014)
erreichten Tiere, die mit einer Ration mit Reiskleie gefittert wurden, nach der Geburt schneller
wieder normocalcamische Ca-Konzentrationen im Blut und zeigten eine bessere
Futteraufnahme als Tiere, deren Ration keine Reiskleie enthielt. So konnte durch den Einsatz
von phytatreicher Reiskleie eine bessere Anpassungsfahigkeit an den gesteigerten Bedarf an

Ca durch das Einsetzen der Milchproduktion erreicht werden.

2.3.2 Orale und parenterale Calciumgabe um die Kalbung

Fur die orale Ca-Gabe um die Geburt gibt es ein vielfaltiges Angebot an Boli, Gels und
Léosungen auf dem Markt. Diese enthalten unterschiedliche Ca-Verbindungen in
verschiedenen Konzentrationen (Thilsing-Hansen et al. 2002b, Wenning und Grlinberg 2015,
Wilkens et al. 2020). Es wird empfohlen, 30 bis maximal 125 g Ca pro Anwendung zweimal im
Abstand von 12 bis 24 Stunden kurz vor bis 48 Stunden nach der Geburt oral einzugeben (Goff
2008).

Ziel der oralen Ca-Supplementation im Kalbezeitraum ist es, die Ca-Verfligbarkeit im
Darm deutlich zu steigern, um den passiven parazelluldren Ca-Transport zu erhdhen (Thilsing-
Hansen et al. 2002b, Goff 2008). Dieser ist v.a. vom Konzentrationsgefélle und dem
elektrochemischen Gradienten zwischen Darmlumen und Blut abhéangig und wird nicht durch
die Regulation von 1,25(0OH),D3 beeinflusst (Hoenderop et al. 2005). Daher kann er genutzt
werden, um die Ca-Absorption im Darm zu steigern, auch wenn die Regulation durch PTH und
1,25(0H)2D3 noch nicht ausreichend aktiviert werden konnte. Um dieses Ziel zu erreichen,
bendtigt man gut I6sliche Ca-Verbindungen, da nur ionisiertes Ca die Tight Junctions zwischen
den Darmepithelzellen passieren kann (Hoenderop et al. 2005). Man kann zwischen gut
I6slichen Salzen - wie etwa Calciumchlorid (CaCl,) - die schnell absorbiert werden kénnen,
und schlecht I6slichen Salzen - wie z.B. Calciumsulfat (CaSQO.) oder Ca-Carbonat (CaCOs3) -
unterscheiden (Wilkens et al. 2020). Die schnell absorbierbaren Ca-Salze erhdhen die
Bioverfligbarkeit von Ca sofort und steigern die Blut-Ca-Konzentration innerhalb von 30
Minuten. Aufgrund der schlechten Léslichkeit steigert CaSO4 die Blut-Ca-Konzentration erst
zeitverzodgert und CaCOs; fast gar (Goff und Horst 1993). In vielen Praparaten werden schnell
und langsam bioverfigbare Ca-Salze kombiniert, um einen Ilanger anhaltenden

stabilisierenden Effekt auf die Ca-Konzentration im Blut p.p. zu erzielen (Wilkens et al. 2020).

CaCl; hat zudem eine ansduernde Wirkung auf den pH-Wert im Organismus (Goff
2008). Dies kann ein weiterer Vorteil bei der oralen Anwendung zur Hypocalcamieprophylaxe
sein, da die leichte Ansduerung des Extrazellularraums das Hypocalcédmierisiko senkt
(Wenning und Griinberg 2015, Wilkens et al. 2020). Gerade in kleineren Betrieben, flr die das

Konzept der Einmischung von anionischen Salzen in die Trockensteherration nicht praktikabel
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ist, kdnnte dieser Effekt von Nutzen sein. Andererseits steigt in Betrieben, die anionische Salze
zur Ansauerung der Ration nutzen und gleichzeitig den Tieren auch CacCl, oral verabreichen,
das Risiko einer klinisch relevanten metabolischen Azidose, wenn die orale Behandlung mit
CaClzin zu kurzen Intervallen Uber einen langeren Zeitraum durchgeftihrt wird (Wenning und
Grinberg 2015). Weiterhin reizt CaCl, die Schleimhaut im Gastrointestinaltrakt, weshalb in
aktuellen Praparaten das CaCl, durch Fett oder Zellulose ummantelt wird (Thilsing-Hansen et
al. 2002b, Wilkens et al. 2020). Bei oraler Verabreichung besteht auRerdem immer die Gefahr
des Fehlschluckens mit einer Verlegung der oberen Atemwege oder anschlieRender
Aspirationspneumonie (Khol et al. 2020). Es konnte dennoch nachgewiesen werden, dass
durch orale Weiterbehandlung von wieder stehfahigen Tieren, die zuvor eine Ca-Infusion
erhalten hatten, mit Ca-Salzen das Rezidivrisiko gesenkt wurde (Thilsing-Hansen et al.
2002b). Domino et al. (2017) verglichen die Auswirkungen von oraler und subkutaner Ca-Gabe
nach der Geburt auf die Ca-Konzentration im Blut und die Haufigkeit des Auftretens anderer
Erkrankungen im peripartalen Zeitraum. Tiere, die einen Ca-Bolus mit 43 g Ca oral erhielten,
hatten im Vergleich zur nicht behandelten Kontroligruppe tber 24 Stunden erhéhte Ca-Werte
im Blut. Auch andere Studien konnten einen positiven Effekt auf die Ca-Konzentration Uber
unterschiedliche Zeitrdume hinweg nach der Abkalbung nachweisen (Blanc et al. 2014,
Martinez et al. 2016a). Bei Untersuchungen zu Effekten einer oralen Ca-Gabe auf das Risiko
anderer Erkrankungen oder Milchleistung konnten keine einheitlichen Ergebnisse festgestellt
werden. Dennoch liefern diese Studien deutliche Hinweise darauf, dass es v.a. bei
hochleistenden und alteren Milchkiihen positive Effekte auf die Produktionsleistung gab,
wahrend die Applikation bei Erstkalbinnen eher negative Auswirkungen hatte (Oetzel und
Miller 2012, Blanc et al. 2014, Martinez et al. 2016a, Martinez et al. 2016b, Domino et al. 2017).
Daraus lasst sich ableiten, dass eine orale Ca-Gabe nach der Geburt nicht flachendeckend
bei allen Tieren, sondern gezielt bei Risikotieren in hoheren Laktationen und als

Begleittherapie nach intravenéser Ca-Infusion eingesetzt werden sollte.

Wie oben bereits ausgeflihrt, ist eine prophylaktische Behandlung von
hypocalcamischen Tiere, die keine klinischen Symptome zeigen, mit einer intraventsen Ca-
Infusion nicht zielfihrend. Durch den kurzzeitigen, starken Anstieg der Ca-Konzentration im
Blut wird die Ausschiittung von PTH vermindert, bis die Ca-Konzentration wieder unter die
physiologische Konzentration im Serum fallt (Braun et al. 2009). In der Folge wird die
Aktivierung der Ca-Resorption aus den Knochen durch PTH und die Steigerung der
intestinalen Absorption von Ca, die durch 1,25(0OH).Ds vermittelt wird, gehemmt. Blanc et al.
(2014) stellten in ihrer Studie fest, dass Tiere, die prophylaktisch, also ohne, dass sie

Anzeichen von klinischer Hypocalcamie zeigten, mit einer intravendsen Ca-Infusion behandelt
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wurden, 36 und 48 Stunden nach der Behandlung signifikant niedrigere Ca-Werte im Blut

hatten als unbehandelte Kontrolltiere.

Die subkutane Gabe von Ca-Lésungen ist eine weit verbreitete ProphylaxemalRnahme
(Wenning und Griinberg 2015, Wilkens et al. 2020). Sie ist durch eine langsamere Absorption
und eine niedrigere maximale Ca-Konzentration im Blut im Vergleich zur intravenésen Gabe
gekennzeichnet und stellt eine einfache und sichere Mdglichkeit der Ca-Supplementation dar
(Wenning und Grinberg 2015). Weiterhin steigert sie die Ca-Konzentration im Blut Uber
maximal 12 Stunden hinweg und senkt so das Hypocalcamierisiko in den ersten 48 Stunden
nach der Abkalbung (Amanlou et al. 2016, Domino et al. 2017, Wilms et al. 2019). Dennoch
konnten in diesen Studien kaum Einflisse auf das Risiko nachfolgender Erkrankungen, die
Milchleistung oder Reproduktionsergebnisse beobachtet werden (Miltenburg et al. 2016). Ein
Grund daflr konnte sein, dass einige Autoren die gerade beschriebenen negativen
Auswirkungen auf die Regulation des Ca-Haushalts durch eine prophylaktische, intravenése
Ca-Infusion in abgeschwachter Form auch fir die subkutane Gabe von Ca-Lésungen erwarten
(Wenning und Griinberg 2015, Wilkens et al. 2020). In einer Studie von Frost et al. (2023)
fuhrte eine subkutane Ca-Infusion direkt nach der Abkalbung zu einer geringeren Serum-Ca-
Konzentration 32 bis 64 Stunden p.p. im Vergleich mit der Kontrollgruppe sowie mit Kiihen,

die direkt oder 48 Stunden nach der Kalbung einen oralen Ca-Bolus erhielten.

2.3.3 Einsatz anionischer Salze in der Vorbereiterfiitterung

Ein weiterer Ansatz zur Vermeidung von Hypocalcamie bei peripartalen Milchkuhen ist
der Zusatz anionischer (saurer) Salze - wie etwa CI- oder SOs*-Salzen - zu der Ration
wahrend der Vorbereitungsphase (ca. zwei bis drei Wochen vor der Abkalbung). Durch den
Zusatz dieser Salze enthalt die Ration einen Uberschuss an starken Anionen (Block 1984,
Lean et al. 2019, Santos et al. 2019). Diese induzieren durch ihre ansauernde Wirkung im

Organismus eine kompensierte metabolische Azidose (Santos et al. 2019, Zimpel et al. 2021).

Die Wirkung einer Ration auf den pH-Wert des Blutes wird durch die ,dietary cation-
anion balance” (DCAB) oder ,dietary cation-anion difference“ (DCAD) beschrieben. Diese setzt
sich aus der Differenz der Futtermittelkonzentrationen (in mEqg/kg TS) der starken Kationen
Natrium (Na*) und Kalium (K*) und der starken Anionen Chlorid (Cl') und Sulfat (SO4%)

Zusammen:
DCAB (mEq/kg TS) = ([Na*]+[K*]) - ([CI']+[SO4*])

Diese Salze haben einen starken Einfluss auf den Sauren-Basen-Haushalt und den

pH-Wert des Blutes. Eine kalium- also kationenreiche Futterung fluhrt zu einer metabolischen
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Alkalose, wahrend der Zusatz von CI- oder SO4% in der Ration eine metabolische Azidose zur
Folge hat (Constable 2014, Santos et al. 2019).

Bereits in den 1960er Jahren konnte gezeigt werden, dass ein hoher Anionen-Gehalt
in der Ration peripartal das Hypocalcamierisiko senkt, wahrend ein hoher Gehalt an Kationen
zu klinischer Hypocalcamie pradisponiert (Block 1984). Fir diese Effekte findet man
verschiedene Erklarungsansatze in der Literatur. Die Funktion des PTH-Rezeptors ist
abhangig von der Stoffwechsellage und der Anwesenheit von Mg?* (Goff 2008). Fehlt Mg?* in
ausreichender Menge kann PTH an den PTH-Rezeptor binden, eine Signaltransduktion mit
Bildung von cyclischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) in der Zelle findet jedoch nicht statt.
In alkalischem Milieu andert der PTH-Rezeptor seine Konformation, sodass PTH nicht mehr
binden kann (Goff 2008). Bei leicht azidotischem Milieu und ausreichend vorhandenem Mg?*
ist die Funktion des PTH- Rezeptors verbessert und die damit verbundene Ansprechbarkeit
der Gewebe (Bildung von 1,25(0OH).Ds in der Niere, Freisetzung von Ca aus dem
Knochengewebe) fir PTH erhéht (Wilkens et al. 2020, Venjakob und Borchardt 2022).
Weiterhin steigt durch eine Absenkung des pH-Werts in der Niere die renale Ca-Exkretion,
sodass der Ca-Fluss ins Blut angeregt wird und der Anteil des ionisierten Ca im Blut steigt
(Grunberg et al. 2011, Herm et al. 2015). Dieser Mechanismus spielt bei Wiederkauern nur

eine untergeordnete Rolle (Herm et al. 2015).

Zu einem direkten Einfluss der Stoffwechsellage auf die gastrointestinale Ca-
Absorption bzw. die Ca-Resorption aus den Kochen finden sich widersprichliche Ergebnisse
in der Literatur (Wilkens et al. 2020). Die Autoren von Wilkens et al. (2020) fihren hier die
Studienergebnisse von Abu Damir et al. (1994), Schonewille et al. (1994) und Roche et al.
(2007) an, die bei einer azidotischen Stoffwechsellage eine erhdhte Ca-Verdaulichkeit
nachweisen konnten. Weiterhin gabe es jedoch auch Studien bei denen keine Effekte oder
sogar negative Auswirkungen auf die Ca-Verdaulichkeit festgestellt werden konnten (Leclerc
und Block 1989, Oehlschlaeger et al. 2014). Ahnlich uneinheitliche Ergebnisse gébe es fiir
den Einfluss eines azidotischen Korpermilieus auf die Knochenresorption. In der Studie von
Liesegang (2008) konnte bei Futterung einer negativen DCAB (-164 mEqg/kg TS) bei Ziegen
nach der Geburt ein Anstieg von Knochenresorptionsmarkern im Blut, die auf eine gesteigerte
Knochenresorption hinweisen, nachgewiesen werden. Andere Studien konnten hingegen
keine Effekte zeigen (Schonewille et al. 1994, Liesegang et al. 2007, Roche et al. 2007,
Oehlschlaeger et al. 2014).

Bei der Umsetzung des DCAB-Konzeptes in der Trockensteherfitterung sollten einige

Grundsatze beachtet werden.
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Eine Metaanalyse von Santos et al. (2019) zeigte, dass eine Absenkung der DCAB
unter einen Wert von -150 mEq/kg keine Verbesserung des Hypocalcamierisikos und der
Tiergesundheit bedingt. Eine andere Metaanlayse von Lean et al. (2019) kam zu dem
Ergebnis, dass eine Reduktion der DCAB der Trockensteherration um 200 mEqg/kg TS im
Vergleich zu der Laktierendenration eine verbesserte Milchleistung zur Folge hat, unabhangig

davon, ob die Trockensteher-DCAB nach der Absenkung im negativen Bereich liegt.

Fir eine effektive Ansduerung der Ration sind v.a. die Gehalte von K* und CI
entscheidend (Goff 2008). Der K*-Gehalt sollte moglichst niedrig (< 10 g/kg TS) gehalten
werden, sodass eine Futterung von 5 g/kg TS CI ausreicht, um die DCAB der Ration effektiv
abzusenken (Goff 2014). Bei héheren K*-Werten muss der CI-Gehalt entsprechend gesteigert
werden, um den alkalisierenden Effekt des K* auszugleichen (Goff 2014). Ab einem K*-Gehalt
von > 14 g/kg TS ist es laut Goff (2014) schwierig, den CI-Gehalt adaquat an den K*-Gehalt
anzupassen, um eine ausreichende Ansduerung zu bewirken. Goff und Horst (1997)
empfehlen einen Ca-Gehalt von 8,5 - 10,0 g/kg TS. Viele Autoren raten bei Rationen mit einer
niedrigen DCAB (< 0 mEqg/kg TS) zu héheren Ca-Gehalten in der Ration (Ender et al. 1971,
Lomba et al. 1978, Block 1984). Gelfert und Staufenbiel (2008) empfehlen in ihrer
Ubersichtsarbeit fir durch anionische Salze angesduerte Trockensteher- bzw.
Vorbereiterrationen einen Ca-Gehalt von 9,0 - 12 g/kg TS. Eine Steigerung des Ca-Gehalts >
12 g/kg TS sei jedoch nicht nétig (Gelfert und Staufenbiel 2008). Der Pi-Gehalt sollte laut NRC
(2021) bei 2,1 g/kg TS liegen. Wachter et al. (2022) konnten zeigen, dass ein geringerer P-
Gehalt von 1,6 g/kg TS positive Effekte auf die Ca-Homdostase hat. Die Empfehlung fir den
Na*-Gehalt liegt bei 1,7 g/kg TS (NRC 2021). Der Mg?*-Gehalt in der Ration sollte 4,0 g/lkg TS
nicht unterschreiten (Martin-Tereso und Martens 2014) und der Schwefel-Gehalt zwischen 2,2
und 4,0 g/kg TS liegen, um die Synthese von Aminosauren im Pansen zu ermdglichen ohne
dabei toxische Effekte hervorzurufen (Gould et al. 1991, Goff 2014).

Weiterhin ist die Dauer der Fitterung der DCAB-Ration entscheidend. Diese sollte
zwischen 10 und 28 Tagen liegen, da es einen Zusammenhang zwischen der Verweildauer in
der Vorbereitergruppe und der Milchleistung sowie der Tiergesundheit in der Folgelaktation
gibt (Chebel 2021, Vieira-Neto et al. 2021, Venjakob et al., 2022). Lopera et al. (2018) konnten
bereits bei einer Verweildauer von mehr als 21 Tagen eine abnehmende
Trockenmasseaufnahme beobachten. Unter Beachtung der Variation der Trachtigkeitsdauer
sollten Fruhtrockensteher an Tag 254 der Trachtigkeit in die Vorbereitergruppe umgestallt
werden, um eine entsprechende Vorbereitungsdauer zu erreichen (Venjakob und Borchardt
2022). Um einer nicht-kompensierten metabolischen Azidose vorzubeugen und den Erfolg der
Fltterung zu Uberprifen, sollte v.a. bei einer DCAB < - 100 mEqg/kg TS wochentlich bei einer

Stichprobe der Tiere der Harn-pH-Wert kontrolliert werden (Wenning und Grinberg 2015,
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Venjakob und Borchardt 2022). Nach Horst et al. (1997) ist ein Harn-pH-Wert zwischen 5,5

und 6,2 ein Indikator fiir eine ausreichende Ansauerung der Ration.

Bei einer erfolgreichen Umsetzung des DCAB-Konzeptes in der Vorbereiterfitterung
sind deutliche positive Auswirkungen auf die Folgelaktation zu erwarten. Die Metaanalysen
von Lean et al. (2019) und Santos et al. (2019) zeigen, dass das Risiko fir klinische
Hypocalcamie um 40%, das Risiko fur Retentio secundinarum um 41% und das Metritisrisiko
um 56% sinken, wenn eine negative DCAB (- 51 mEq/kg TS vs. + 212 mEq/kg TS) gefuttert
wird. AuRerdem hatten pluripare Kihe in der anschlieBenden Laktation im Durchschnitt 1,1
kg/ Tag mehr Milch als die Kontrollgruppe (Lean et al. 2019). Im Vergleich zu Jungkiihen, die
prapartal eine positive DCAB geflttert bekamen, gaben Jungkihe tendenziell weniger Milch,
wenn sie prapartum die Ration mit negativer DCAB erhielten. In einer Studie von Zimpel et al.
(2021) in der die Auswirkungen der Fitterung einer DCAB von 200 mEq/kg TS, - 50 mEqg/kg
TS und -150 mEq/kg TS auf Erstkalbinnen untersucht wurde, hatte die Futterung einer DCAB
von - 50 mEq/kg TS positive Effekte auf das Merzungsrisiko, das Auftreten von Fieber p.p.
sowie das Risiko uteriner Erkrankungen. Bei der Ftterung einer DCAB von - 150 mEq/kg TS
wurden hingegen negative Effekte auf diese Parameter beobachtet. Die Fltterung einer Ration
mit einer deutlich negativen DCAB an hochtragende Erstkalbinnen sollte daher eher kritisch
betrachtet werden, da das Kosten-Nutzen-Risiko aufgrund des geringen Risikos klinischer

Hypocalcamie bei Erstkalbinnen eher unginstig ausfallt.

2.3.4 Applikation von Cholecalciferol und seinen Metaboliten ante partum

Ziel der Supplementierung von Cholecalciferol a.p. ist die Aktivierung des Ca-
Stoffwechsels bereits vor der Kalbung. Wie bereits unter Punkt 1.1.2 beschrieben, steigert
Cholecalciferol nach zweifacher Hydroxylierung zum biologisch aktiven 1,25(0OH).D3 die aktive
Ca-Aufnahme aus dem Darm. Die Injektion hoher Dosen Cholecalciferol funf bis sieben Tage
vor der Kalbung wird seit den 1970er-Jahren in Deutschland zur Hypocalcamieprophylaxe
eingesetzt (Gurtler et al. 1977).

In einer Arbeit aus den 1970er-Jahren sank die Inzidenz klinischer Hypocalcamie bei
Tieren, die in vorherigen Laktationen bereits eine klinische Hypocalcamie entwickelt hatten,
durch Injektion von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol sieben Tage vor der errechneten Kalbung und
Nachdosierung mit der gleichen Menge Cholecalciferol, wenn die Tiere nicht innerhalb einer
Woche gekalbt hatten (Julien et al. 1977). In den Herstellerangaben eines auf dem deutschen
Markt verfigbaren Cholecalciferolproduktes (Ursovit Ds, Serumwerk Bernburg) wird eine
ahnliche Dosierung von 1 Mio. L.E. je 50 kg Korpergewicht empfohlen. Darlber hinaus wird
auch hier eine erneute Injektion mit derselben Dosis empfohlen, sofern die Kuh nicht innerhalb

von sechs Tagen nach Erstbehandlung abkalbt, um potentiellen negativen Effekten auf die
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Ca-Homoostase nach Abklingen der Wirkung der Injektion vorzubeugen (Littledike und Goff
1980). Es ist jedoch méglich, dass die erneute Injektion mit der gleichen Dosierung sehr nah
an der toxischen Dosis liegt (Littledike und Horst 1982). Da in einer Studie von Venjakob et al.
(2022) eine einmalige Injektion von 12 Mio. |.E. Cholecalciferol fiinf Tage a.p. Uber mindestens
10 Tage p.p. erhdhte 250HDs- und Ca-Werte im Serum zur Folge hatte, sollte gegebenenfalls
von einer Nachdosierung abgesehen werden (Venjakob et al. 2022, Venjakob und Borchardt
2022).

In einer Studie von Littledike und Horst (1982) erhielten tragende, nicht-laktierende
Jersey-Kuhe 32 Tage vor der erwarteten Kalbung eine Injektion mit 15 Mio. |.E. und sieben
Tage spater eine weitere mit 2,5 Mio. |.E. Cholecalciferol. Ab zwei Wochen nach der ersten
Cholecalciferol-Injektion zeigten die Tiere klinische Anzeichen einer Cholecalciferolintoxikation
wie Anorexie sowie Dyspnoe und Polypnoe. Zehn der 17 behandelten Kiihe verstarben nach
mehreren Wochen mit klinischen Symptomen einer Cholecalciferoliiberdosierung. Auch in
vielen weiteren Studien zeigten die behandelten Tiere sowohl bei UbermaRiger oraler
Supplementierung von Cholecalciferol und Ergocalciferol als auch bei parenteraler Gabe von
mindestens 10 Mio I.E. Cholecalciferol klinische Symptome einer Hypervitaminose D. Dazu
zahlen eine ruminale Stase, starke Diurese, Anorexie mit nachfolgendem Gewichtsverlust,
kalzifizierte Lasionen im Endothel von Herz, Aorta und Lungenarterien sowie Ca-
Einlagerungen in Lunge und Niere und eine generelle, Ubermafllige Mineralisierung des
kardiovaskularen Systems (Manston und Payne 1964, Capen et al. 1966, Petrie und Breeze
1977). Alle diese Symptome beruhen auf der durch Cholecalciferol bzw. dessen Metaboliten
ausgelosten Hypercalcamie (Docke 1994). Durch Injektion hoher Dosen Cholecalciferol steigt
v.a. der 250HD3-Spiegel im Blut stark (von 30-50 ng/ml auf 200-400 ng/ml) an (Littledike und
Horst 1982). In diesen hohen Konzentrationen kann 250HD3 an den VDR binden und bedingt
moglicherweise durch die starke Steigerung der Ca-Konzentration die oben genannten
Symptome der Cholecalciferol-Intoxikation (Brumbaugh und Haussler 1973, Décke 1994,
Jones 2008).

Wichtig fir die Wirksamkeit dieser Interventionsmalinahme ist eine Injektion innerhalb
eines bestimmten Zeitfensters von ca. 8 bis 4 Tagen vor der Geburt (Wenning und Grlinberg
2015, Khol et al. 2020). Dies ist aufgrund der Variation des tatsachlichen Kalbetermins nicht
immer moglich. Die intramuskulare Injektion von 12 Mio. I.E. Cholecalciferol finf Tage vor der
errechneten Kalbung in Kombination mit einer Fitterung von anionischen Salzen hatte in der
Studie von Venjakob et al. (2022) positive Auswirkungen auf die Ca-Dynamik p.p. im Serum
der behandelten Tiere. Bei Auswertung der Effekte der Injektion auf die Gesundheit und
Milchleistung der Tiere konnte jedoch ein hoheres Risiko fir Retentio secundinarum und

Metritis sowie eine geringere Milchmenge in der ersten und zweiten Milchleistungsprifung in
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der Behandlungsgruppe nachgewiesen werden (Venjakob et al. 2022). Einige Autoren warnen
aullerdem vor mittelfristig auftretenden negativen Effekten auf die Serum-Ca-Konzentration
durch die starke Beeinflussung der Anpassungsmechanismen der Ca-Homdostase bereits vor
der Kalbung (Wenning und Griinberg 2015, Khol et al. 2020, Wilkens et al. 2020).

In Vorbereiterrationen wird meist ein erhdhter Gehalt an Cholecalciferol gefittert. Die
Gesellschaft fur Ernahrungsphysiologie empfiehlt ca. 20.000 I.E. pro Tier und Tag in einer
Ration fur Trockensteher (GfE 2001). In der Praxis scheinen jedoch auch hdhere
Cholecalciferolmengen in der Fitterung eine Rolle zu spielen. In einer Metaanalyse von
Santos et al. (2019), bei der der Einfluss der DCAB auf die Ca-Dynamik um die Kalbung
untersucht wurde, lag die Cholecalciferolmenge in der Trockensteherration zwischen 25.000
und 50.000 I.E./Tag. Poindexter et al. (2020) konnten zeigen, dass eine weitere Steigerung
der Cholecalciferolmenge in der Ration auf > 60.000 I.E./Tag keine positiven Effekte auf die
Ca-Versorgung der Tiere hatte. In dieser Studie hatten Milchkihe, die tber 28 Tage hinweg
mit 140.000 I.E. Cholecalciferol pro Tag geflttert wurden, den gleichen 250HD3- Wert im
Plasma wie Milchkihe, die Uber 28 Tage ein Supplement mit 60.000 I.E./Tag bekamen.
Weiterhin konnten in einer Studie, in der tragende Milchkiihe ab dem 255. Tag der Trachtigkeit
mit einer Ration mit negativer (-130 mEqg/kg TS) oder positiver (130 mEqg/kg TS) DCAB
geflttert wurden, in der zudem 120.000 I.E./Tag (3 mg) Cholecalciferol oder 250HD3
supplementiert wurden, unabhangig von der DCAB keine Effekte auf die Konzentrationen von
Cholecalciferolmetaboliten und den Ca-Abfall um die Geburt nachgewiesen werden (Rodney
et al. 2018). Die orale Supplementierung von Cholecalciferol scheint bei der Entstehung und

Prophylaxe von Hypocalcamie bei Milchkiihen eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Neben Cholecalciferol wurden auch dessen Metaboliten 250HD3; und 1,25(0OH).D3 auf
ihre Eignung flr die Prophylaxe der peripartalen Hypocalcamie untersucht. In einer
Untersuchung von Olson et al. (1973) sank durch eine intramuskulare Injektion von 4 mg
250HD3 48 Stunden vor der erwarteten Kalbung die Haufigkeit des Auftretens von klinischer
Hypocalcamie von 29 % bei den Kontrolltieren auf 16 % in der Behandlungsgruppe. Bei einer
Dosis von 8 mg 250HD; betrug die Inzidenz Kklinischer Hypocalcamie in der
Behandlungsgruppe nur 19 %, wahrend in der Kontrollgruppe 52 % der Tiere klinische
Symptome einer Hypocalcamie zeigten (Olson et al. 1973). Ein Vorteil des Einsatzes der
Metaboliten gegenliiber dem Einsatz von Cholecalciferol ist die geringere Halbwertszeit der
Verbindungen im Korper. Nach Jones (2008) betragt die Halbwertszeit von 250HD3im Kérper
nur 15 Tage, die von 1,25(OH).Ds lediglich 15 Stunden, wahrend Cholecalciferol erst nach
zwei Monaten zur Halfte vom Organismus verstoffwechselt wurde. Das Risiko einer
Uberdosierung mit Symptomen einer Cholecalciferolintoxikation bei Nachdosierung ist daher

niedriger. Gleichzeitig engt die damit verbundene kirzere Wirksamkeitsdauer das kritische
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Zeitfenster der Injektion vor der Kalbung weiter ein. Aktuell gibt es auf dem Markt keine
zugelassenen Injektionspraparate zur Hypocalcamieprophylaxe beim Wiederkauer, die
250HDs oder 1,25(0H).D3 enthalten.

Es wurden weiterhin auch Untersuchungen zur oralen Gabe von 250HDs; in
Kombination mit der DCAB der Futterration durchgefihrt. In den Studien, bei denen eine orale
Applikation von 250HDs bei positiver DCAB in der Ration getestet wurde, konnte (im
Gegensatz zur oralen Gabe von Cholecalciferol) meist ein deutlicher Anstieg der 250HDs-
Konzentration im Blut beobachtet werden (Taylor et al. 2008, Rodney et al. 2018). Dennoch
konnten in diesen Studien keine signifikanten Effekte auf die Ca-Dynamik um die Kalbung
festgestellt werden. Wilkens et al. (2012) beobachteten bei oraler Supplementierung von
20.000 I.E. 250HD3 pro Tag Uber 10 Tage vor dem errechneten Kalbetermin und positiver
DCAB in der Ration eine Verzégerung der endogenen Adaption an den Ca-Abfall p.p. um ca.
12 Stunden. Auch in dieser Studie zeigten sich deutlich héhere 250HD3s-Werte bei Tieren, die
250HD; zugefuttert bekamen. Allerdings waren die 1,25(0OH).Ds-Werte bei den
Behandlungstieren nur zu den Zeitpunkten 12 Stunden bzw. 4 Tage nach der Kalbung
signifikant héher als bei den Kontrolltieren. Auch 250HD3; kann in hohen Dosen wie die
biologisch aktivere Form 1,25(OH),Ds an den VDR binden (Tanaka und Deluca 1971). Fir
eine vergleichbare Wirkung zu 1,25(0OH).Ds ist jedoch die 150-fache Menge nétig (Brumbaugh
und Haussler 1973).

Wilkens et al. (2012) fanden auRerdem heraus, dass die Kombination der Futterung
von 250HD3 mit einer negativen DCAB (-160 mEq/kg TS) peripartal zu signifikant héheren Ca-
Werten flhrte als eine alleinige Fltterung einer negativen DCAB. Wie oben beschrieben, kann
250HD3 in hohen Dosen an den VDR binden (Brumbaugh und Haussler 1973). Bei
Supplementierung a.p. kdnnte es so die intestinale Ca-Aufnahme verbessern, sodass der Blut-
Ca-Spiegel steigt. In der Gruppe der mit 250HD3; und negativer DCAB gefitterten Kiihe waren
die Werte von CrossLaps - einem Marker fir die Knochenresorption - und PTH im Blut zwei
Tage vor der Kalbung geringer als bei den Tieren der Ubrigen Gruppen. Osteocalcin, ein
Marker flr den Knochenaufbau, wurde durch die Kombinationsfiitterung von 250HD3; und
einer negativen DCAB nicht beeinflusst. Die Autoren schlussfolgern, dass durch den héheren
Blut-Ca-Spiegel die PTH-Aktivierung und Knochenresorption vor der Abkalbung vermindert
sind und so das Ca-Reservoir im Knochen vergréRert wird. Gleichzeitig ist die PTH-Sensitivitat
der Zielgewebe (z.B. Knochengewebe) aufgrund der durch die anionenreiche Ration
induzierten Azidose erhoht, sodass in der Ca-Mangelsituation nach der Kalbung bereits
geringere Konzentrationen von PTH ausreichen, um eine starke Ca-Mobilisation aus den

Knochen zu vermitteln (Wilkens et al. 2012).
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In der Vergangenheit wurde auch die parenterale Gabe der biologisch aktivsten Form
des Cholecalciferols, 1,25(0OH).Ds, auf ihre Eignung zur Hypocalcamieprophylaxe untersucht.
Gast et al. (1979) konnten schon in den 1970er-Jahren zeigen, dass eine intramuskulare
Injektion von 4 mg 1,25(0H),Ds flinf Tage vor der errechneten Kalbung (Wiederholung alle
funf Tage bis zur tatsachlichen Abkalbung) bei einer Ca- und silagereichen Ration zu einer
deutlichen Reduktion der Inzidenz klinischer Hypocalcamie flhrt. Die Behandlung steigerte
den Ca-Gehalt im Blut innerhalb von 24 Stunden und stabilisierte den Serum-Ca-Spiegel bis
72 Stunden nach der Kalbung. Der 1,25(0OH).D3-Wert im Blut stieg innerhalb von 12 Stunden
schnell an und erreichte nach 120 Stunden wieder annahernd den Basalwert (Gast et al. 1979).
Bei taglicher oraler Verabreichung von 100 bzw. 200 pg 1,25(0OH).D3 pro Tag ab finf Tage vor
dem errechneten Abkalbetermin bis zur tatsachlichen Kalbung und Ftterung einer Grassilage-
reichen Ration fanden die Autoren in der Behandlungsgruppe vom Beginn der Fltterung bis
finf Tage p.p. héhere Ca-Werte im Blut (Hove und Kristiansen 1984). Zwischen Tag 8 und 11
nach der Kalbung entwickelten diese Tiere jedoch eine hypocalcamische Ca-Konzentration im
Serum und Uber ein Drittel der Tiere zeigte klinische Symptome einer Hypocalcamie. Die
Autoren vermuten, dass durch die exogene Zufuhr von 1,25(0OH);Ds; die Expression der 1a-
Hydroxylase vermindert ist und so endogen nicht genligend 1,25(OH);Ds; gebildet werden
kann, um nach Abbau des exogenen 1,25(0OH);Ds; die Ca-Homdostase aufrecht zu erhalten
(Hove und Kristiansen 1984). Zudem wird durch hohe 1,25(0OH).Ds-Konzentrationen die 24-
Hydroxylase (CYP24A1) aktiviert und in der Folge das exogene 1,25(OH);Ds; schnell
metabolisiert (Kutuzova und DelLuca 2004). In einer aktuelleren Studie, in der die
Behandlungsgruppe eine subkutane Injektion von 300 ug 1,25(0OH).Ds innerhalb der ersten
sechs Stunden nach der Kalbung erhielt und in der Vorbereitungsphase mit einer negativen
DCAB (-123 mEqg/kg TS) gefluttert wurde, konnte ein &ahnlicher Effekt in deutlich
abgeschwachter Form beobachtet werden (Vieira-Neto et al. 2017). Die 1,25(OH).Ds-Injektion
fuhrte innerhalb von 24 Stunden zu einem Anstieg der Serum-Ca-Konzentration, der den Ca-
Spiegel bis Tag drei p.p. stabilisierte. Allerdings beobachteten auch Vieira-Neto et al. (2017)
an Tag 9 und 12 p.p. signifikant mehr Tiere mit subklinischer Hypocalcamie in der
Behandlungsgruppe. Auch in dieser Studie stieg die Konzentration von 1,25(OH).D3 innerhalb
von 12 Stunden auf den Hochstwert und sank dann innerhalb von fiinf Tagen wieder auf den
Basalwert. Eine Gabe von 1,25(0OH)2D3 um die Kalbung scheint also zu einem schnellen, Gber
die flr den Ca-Spiegel kritische Zeitperiode um die Kalbung andauernden Serum-Ca-Anstieg
zu fuihren. Dennoch sind der passende Zeitpunkt der Applikation sowie der in einigen Studien
beobachtete ,Rebound-Effekt* der Ca-Konzentration mit Hypocalcamie 8 bis 12 Tage p.p.

kritische Faktoren bei der Eignung dieser Behandlung zur Hypocalcamieprophylaxe.
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24 Zielsetzung der Arbeit

Cholecalciferol ist bereits seit den 1970er Jahren als Injektionspraparat flr Rinder auf
dem deutschen Markt verfigbar und wird von vielen Betrieben regelmalig zur
Hypocalcamieprophylaxe eingesetzt. In der von Venjakob et al. (2022) durchgefuhrten Studie
wurde die Injektion von Cholecalciferol am 275. Tag der Graviditdt mit der Futterung
anionischer Salze kombiniert. In dieser Studie konnten vielversprechende Effekte auf die Ca-
Dynamik nach der Kalbung aber auch eine geringere Milchleistung und ein héheres Risiko fur
Retentio secundinarum und Metritis bei den behandelten Tieren nachgewiesen werden. Durch
die vorliegende Studie sollte Uberprift werden, ob der positive Effekt auf die Ca-Dynamik und
der negative Effekt auf die Milchleistung und den Reproduktionstrakt in einer multizentrischen
Studie reproduziert werden kann. Basierend auf den Ergebnissen von Venjakob et al. (2022)
wurde eine niedrigere Dosis (10 Mio. IE Cholecalciferol je Tier) eingesetzt und die Tiere
wurden nicht nachdosiert. Des Weiteren wurde die Studie auf Betrieben mit positiver DCAB in
der Trockensteherration durchgefihrt. AuRerdem erhielten die Tiere der Kontrollgruppe
darUber hinaus ein Placebo, um ausschlieRen zu konnen, dass die zuvor beobachteten
negativen Effekte nicht mit der Injektion selbst und dem damit verbundenen Stress kurz vor

der Kalbung zusammenhangen.

Zu diesem Zweck wurden auf elf konventionellen Milchviehbetrieben 446
trockenstehenden Milchkiihen ca. sieben Tage vor dem errechneten Kalbetermin 10 Mio. I.E.
Cholecalciferol (10 ml, Ursovit D3, Serumwerk Bernburg) oder ein Placebo (10 ml
Natriumchlorid 0,9%, B.Braun Melsungen AG) injiziert. Um die Auswirkungen der
Cholecalciferol-Injektion auf die peripartale Serum-Ca-Konzentration zu untersuchen, wurden
bei einer Stichprobe von 95 Tieren jeweils Blutproben an Tag 1, 2 und 3 nach der Kalbung
genommen. Bei 38 Tieren wurde, sofern die Tiere noch nicht gekalbt hatten, zusatzlich zwei
Tage nach der Cholecalciferol-Injektion eine weitere Blutprobe entnommen, um den Effekt der
Behandlung auf Progesteron, Ostradiol und die Cholecalciferol-Metaboliten zu untersuchen.
Der Geburtsverlauf, das Auftreten von Zwillingen, Totgeburten, Retentio secundinarum und
klinischer Hypocalcamie (Festliegen) wurde dokumentiert. Bei allen Tieren wurde funf bis zehn
Tage p.p. Vaginalsekret gewonnen, um das Auftreten von Metritiden zu untersuchen. Auch die
Milchleistung, Fruchtbarkeitsparameter und Merzungen wurden erfasst, um den Einfluss der

Behandlung auf diese Parameter zu analysieren.
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3 Versuchstiere, Material und Methoden
3.1 Versuchstiere und Betriebe

Der praktische Teil dieser Arbeit wurde von April bis Oktober 2022 im Rahmen eines
genehmigten Tierversuchs (Aktenzeichen: 33.19-42502-04-21/3828) auf elf Milchvieh der
Rasse Holstein Friesian haltenden Betrieben in Ostfriesland und Cloppenburg durchgefihrt.
Diese Betriebe lagen alle im Praxisgebiet der Tierarztlichen Gemeinschaftspraxis Detern-
Velde und werden tiermedizinisch durch diese betreut. Einschlusskriterien fur die Teilnahme
an der Studie waren die Teilnahme an der Milchleistungsprifung und die Futterung einer
positiven DCAB in der Trockensteherfutterung. Der Beobachtungszeitraum, in dem die Daten
der Milchleistungsprifungen gesammelt wurden, erstreckte sich von Mai 2022 bis September
2023.

3.1.1 Allgemeine Betriebsdaten

Die Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht tiber die elf teinehmenden Betriebe. Es ist die
Anzahl der Kalbungen, die durchschnittliche Trachtigkeitsdauer, die 305-Tage-Milchleistung

sowie die Haltung und Fltterung wahrend des Untersuchungszeitraumes dargestellt.
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Tabelle 1. Ubersicht Uber die allgemeinen Betriebsdaten

Betrieb Kiihe,n Haltung Futterung Melkung Weide-  9-305d-
gang ML, kg’
1 60 Liegeboxenlauf- Gras/Mais Melkroboter in den 10.629
stall mit -silage, Sommer-
Spaltenboden Kraftfutter- monaten
automat
2 160 Liegeboxenlauf- Teil-TMR?  Melkroboter Nein 10.278
stall mit
Spaltenboden
3 200 Liegeboxenlauf- Teil-TMR  Melkstand Nein 10.310
stall mit
Spaltenboden
4 200 Planbefestigter Teil-TMR Melkstand Nein 9.278
Offenstall mit
Uberdachten
Liegeboxen
5 170 Liegeboxenlauf- Teil-TMR Melkstand, in den 9.544
stall mit seit 12/2022 Sommer-
Spaltenboden Melkroboter monaten
6 260 Liegeboxenlauf- Tei-TMR  Melk- Nein 11.700
stall mit karussell
Spaltenboden
7 250 Liegeboxenlauf- Teill-TMR  Melkstand Nein 10.441
stall mit
Spaltenboden
8 100 Liegeboxenlauf- Gras/Mais Melkstand in den 11.058
stall mit -silage, Sommer-
Spaltenboden Kraftfutter- monaten
automat
9 180 Liegeboxenlauf- Teil-TMR  Melkstand in den 11.388
stall mit Sommer-
Spaltenboden monaten
10 280 Liegeboxenlauf- Teill-TMR  Melkstand Nein 10.165
stall mit
Spaltenboden
1" 250 Liegeboxenlauf- Teil-TMR  Melkstand Nein 10.867

stall mit
Spaltenboden

' @-305-Tage-Milchleistung im Durchflihrungszeitraum in kg

2pei der Teil- Totalen Mischration (Teil-TMR) erfolgte eine Kraftfutterzuteilung nach

Milchleistung im Melkstand/ Melkroboter/ Melkkarussel
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3.1.2 Transitkuhmanagement

In Tabelle 2 ist ein Uberblick liber das Transitkuhmanagement der einzelnen Betriebe
dargestellt. Die trockenstehenden Kiihe waren in Liegeboxenlaufstallen oder Tiefstreustallen
aufgestallt. Auf den meisten Betrieben wurde einphasig eine Teil-Totale Mischration (Teil-
TMR) mit Kraftfutterzuteilung nach Milchleistung wahrend des Melkvorgangs gefittert.
Lediglich auf drei Betrieben wurde eine zweiphasige Trockensteher-Fltterung, bei der die
Tiere drei Wochen vor der Abkalbung von der Frihtrockensteher- in die Vorbereitergruppe
umgestallt wurden, durchgeflhrt. Ein weiterer Betrieb stellte zu Beginn des Versuchszeitraums
auf eine durch anionische Salze angesauerte Vorbereiterration um und wurde daraufhin von

der Untersuchung ausgeschlossen.

Die Abkalbung erfolgte auf allen Betrieben in Abkalbeboxen mit Stroheinstreu.
Dorthin wurden die Tiere friihestens zehn Tage bis zwei Tage vor dem errechneten

Abkalbedatum oder direkt zur Kalbung verbracht.
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Tabelle 2.

Haltung und Futterung der trockenstehenden Kiihe in den letzten sechs bis

acht Wochen vor der Kalbung

Betrieb Haltung Fitterung Umstallung Weidehaltung
1 Tiefstreustall TMR, einphasig Keine in den Sommer-
monaten
2 Liegeboxenlaufstall TMR, einphasig ca. 2-3 Tage vor  teilweise in den
mit Spaltenboden Abkalbung Sommermonaten
3 Liegeboxenlaufstall TMR, einphasig ca. 2-3 Tage vor  Nein
mit Spaltenboden Abkalbung
4 Weide oder Grassilage + Heu, ca. 10 Tage vor in den Sommer-
Tiefstreustall einphasig Abkalbung monaten
5 Boxenlaufstall mit TMR, einphasig ca. 2-3 Tage vor  in den Sommer-
Spaltenboden Abkalbung monaten
6 Liegeboxenlaufstall TMR, zweiphasig 3 Wochen vor Nein
mit Spaltenboden Abkalbung, zur
Abkalbung in
Abkalbebox
7 Liegeboxenlaufstall TMR, einphasig zur Abkalbung in  Nein
mit Spaltenboden Abkalbebox
8 Liegeboxenlaufstall Grassilage + Heu, ca. 2-3 Tage vor  in den Sommer-
mit Spaltenboden einphasig Abkalbung monaten
9 Liegeboxenlaufstall TMR, einphasig ca. 2-3 Tage vor  in den Sommer-
mit Spaltenboden Abkalbung monaten
10 Tiefstreustall TMR, zweiphasig 3 Wochen vor Nein
Abkalbung
11 Liegeboxenlaufstall TMR, einphasig ca. 1 Woche vor  Nein

mit Spaltenboden

Kalbung
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3.2 Versuchsdesign
3.2.1 Gruppeneinteilung und Behandlung der Tiere

In den Versuch wurden 446 trockenstehende Milchklihe aus den elf Betrieben
aufgenommen. Diese wurden basierend auf einer Zufallsliste, die in Excel (Microsoft Excel
Office 2010, Microsoft Deutschland Ltd.) erstellt wurde, randomisiert in eine Behandlungs- und
eine  Kontrollgruppe aufgeteilt. Erstkalbinnen wurden aufgrund des geringen
Hypocalcamierisikos von der Studie ausgeschlossen.

Die Tiere der Behandlungsgruppe erhielten flinf + zwei Tage vor dem errechneten
Kalbedatum (Datum der letzten Besamung + 280 Tage) eine intramuskulare Injektion mit 10
Mio. |.E. Cholecalciferol (10,0 ml; Ursovit D3, Serumwerk Bernburg, Bernburg, Deutschland).
Die Tiere der Kontrollgruppe wurden zum gleichen Zeitpunkt mit einer intramuskularen
Injektion mit 10,0 ml einer physiologischen Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, B.Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) behandelt. Auf vier der teilnehmenden Betriebe wurde bei einer
Stichprobe von 95 Tieren innerhalb der ersten 24 (1. BP), 24 bis 48 (2. BP) und 48 bis 72
Stunden (3. BP) nach der Kalbung jeweils eine Blutprobe aus der Schwanzvene entnommen.
Aulerdem wurden bei 38 Tieren zusatzlich zwei Tage nach der Injektion des Cholecalciferols
bzw. des Placebos eine weitere Blutprobe entnommen (Inj+2 BP). Im Zeitraum finf bis zehn
Tage nach der Abkalbung erfolgte bei allen Tieren einmalig eine Untersuchung des
Vaginalsekrets mittels Metrichecksystems (Simcro, Hamilton, Neuseeland) sowie eine
Messung der Rektaltemperatur (Veterinar-Thermometer SC 12, Scala Electronic GmbH,
Brandenburg, Deutschland). Weiterhin wurden die Tiere taglich durch die Betriebsmitarbeiter
kontrolliert und der Kalbeverlauf, das Geschlecht des Kalbes, das Auftreten von Zwillingen und
Totgeburten sowie Retentio secundinarum (Abgang der Nachgeburt > 24 Stunden nach der

Kalbung) und Festliegen der Tiere dokumentiert.

Injektion D3 o. Placebo Kalbung Metricheck
Inj+2 BP | 1.BP 2.BP 3.BP _
————— | — > Tage @)
-5d -3d 1d 2d 3d 5d 10d
+-2d

Injektion D3: i.m.-Injektion von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol (10 ml Ursovit D3)

Injektion Placebo: i.m.-Injektion von isotoner Kochsalzlésung (10 ml NaCl 0,9%)

Abbildung 2. Schematische Darstellung des Zeitpunktes der Behandlung, der

Blutprobenentnahmen und der Beurteilung des Vaginalsekrets
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Beim Kalbeverlauf wurden die Kategorien ,nicht beobachtet* (Score 0), ,beobachtet
ohne Geburtshilfe® (Score 1), ,Geburtshilfe durch eine Person® (Score 2) und ,Geburtshilfe
durch zwei oder mehr Personen® (Score 3) unterschieden. Fir die spatere Auswertung wurden
die Scores 0 und 1 zu Eutokie (physiologischer Kalbeverlauf) und die Scores 2 und 3 zu
Dystokie (gestorter Kalbeverlauf) zusammengefasst. Derzeit gibt es keine andere
veroffentlichte Studie, die den Effekt einer Injektion von Cholecalciferol a.p. zur Optimierung
der Ca-Homdoostase nach der Kalbung und den Einfluss auf die Leistung und Tiergesundheit
unter Einbeziehung mehrerer Betriebe und mit positiver DCAB untersucht hat. Die Berechnung
der StichprobengréfRe ergab, dass 396 Tiere ausreichen, um bei einem Fehler erster Art von
alpha = 0,05 und einer Power von beta = 0,80 statistisch signifikant feststellen zu kénnen, dass
behandelte Tiere keine niedrigere Milchleistung im Vergleich zur Kontrollgruppe haben (Nicht-
Unterlegenheitsstudie, Differenz der Milchleistung 2 kg, Standardabweichung 8 kg). Zur
Berechnung der Gesamttierzahl wurde die G*Power-Software (Version 3.1.9.2; Universitat
Dusseldorf, Dusseldorf, Deutschland) herangezogen. Durch die Einbeziehung von 10%

Reservetieren ergibt sich eine Gesamtstichprobe von 450 Tieren (225 Tiere je Gruppe).

Des Weiteren wurde eine Stichprobenkalkulation durchgefiihrt, um zu ermitteln, von
wie vielen Tieren Blutproben genommen werden mussen, um einen statistischen Unterschied
der Ca-Konzentration p.p. zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe feststellen zu kénnen.
In der vorangegangenen Studie (Venjakob et al. 2022) wurde eine Differenz der Gesamt-Ca-
Konzentration von 0,2 mmol/l (Standardabweichung 0,3 mmol/l) zwischen Tieren der
Kontrollgruppe und der Behandlungsgruppe (einmalige Injektion mit 12 x 10° I.E.
Cholecalciferol) ermittelt. Basierend auf diesen Ergebnissen, einem Fehler erster Art von alpha
= 0,05 und einer Power von beta = 0,95 war es erforderlich von 100 Tieren (50 Kontroll- und

50 Behandlungstieren) Blutproben zur Gesamt-Ca-Bestimmung zu entnehmen.

3.2.2 Metricheck

Das Metricheck (Simcro, Hamilton, Neuseeland) ist ein ca. 50 cm langer Metall-Stab
aus Edelstahl mit einem Griff an einem Ende. An dem anderen Ende befindet sich eine 4 cm
grolde Kappe aus Silikon. Es dient der Gewinnung von Vaginalsekret bei Klihen im puerperalen
Zeitraum (Pleticha et al. 2009).

Vor jeder Nutzung wurde das Metricheck mit einem Desinfektionstuch (kodan wipes,
Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland) desinfiziert. Nach trockener Reinigung der
Schamlippen mit Papiertichern wurden die Schamlippen leicht gespreizt und das Metricheck
mit der Silikonkappe voran in die Vagina eingeflhrt. Die Silikonkappe wurde bis zum kranialen

Ende der Fornix vaginae vorgeschoben. Danach wurde das Metricheck aus der Vagina
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herausgezogen und das anhaftende Vaginalsekret hinsichtlich Farbe, Geruch, Viskositat und

Beimengungen beurteilt.

Nach Urton et al. (2005) werden funf verschiedene Scores unterschieden. Kein
anhaftender Schleim oder klarer Schleim am Metricheck wird als Score 0 charakterisiert. Bei
Score 1 ist der Mukus getribt oder weist einzelne Eiterflocken auf. Score 2 wird vergeben,
wenn der Schleim mukopurulent und stinkend ist, jedoch noch weniger als 50 % Eiter enthalt,
wahrend bei Score 3 mehr als 50 % Eiter sowie unangenehmer Geruch vorhanden ist. Tiere
mit einem Score von 4 wurden als an Metritis erkrankt angesehen. Hier ist das Vaginalsekret

wassrig, Ubelriechend sowie von rétlich-braunlicher Farbe.

3.3 Probenentnahme und -analyse
3.3.1 Blutproben

Bei einer Teilstichprobe von 95 Tieren wurde jeweils innerhalb der ersten 24, 24 bis 48
und 48 bis 72 Stunden nach der Kalbung eine Blutprobe entnommen. Bei 38 Tieren aus dieser
Gruppe wurde zusatzlich bei noch nicht erfolgter Kalbung an Tag zwei nach der
Cholecalciferol-Injektion eine weitere Blutprobe entnommen. Zur Blutprobenentnahme wurden
die Tiere im Fressgitter fixiert oder auf eine Liegebox getrieben. Die Blutentnahme erfolgte aus
der Vena bzw. Arteria coccygea mediana mittels eines VACUETTE Blutentnahmesystems
(greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich). Hierzu wurde eine VACUETTE 20G-
Mehrfachenthnahmekanile (20G x 1, gelb, steril, 0,90 x 40 mm) auf den Roéhrchenhalter
geschraubt und die Vena bzw. Arteria coccygea mediana punktiert. Dann wurde das
Hinterende der Kanile durch den Gummistopfen des VACUETTE 8 ml- Serumrdhrchen
gedrickt und das Blut durch das im Réhrchen enthaltene Vacuum in das Réhrchen gezogen.
Nach der Probenentnahme ruhten die Réhrchen mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur,
damit das Blut koagulieren konnte. AnschlielRend erfolgte die Zentrifugaton bei 4000 U/min
Uber 10 Minuten (Zentrifuge Hettich EBA 3S, Tuttlingen, Deutschland). Das Serum wurde
vorsichtig abpipettiert und auf vier 1,5 ml- Eppendorfgefalle aufgeteilt. Die mit Betrieb,

Stallnummer und Blutprobennummer beschrifteten Proben wurden bei -18°C gelagert.

Die Analyse der Ca-, Pi-, und Mg?*-Konzentrationen im Serum erfolgte im Labor der
Klauentierklinik der Freien Universitat Berlin. Fir die Analyse der Ca-Konzentration wurde ein
Thermo Solaar M6-Atomabsorptionspektrometer (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts)
verwendet. Durch eine Hohlkathodenlampe wird dabei monochromatisches Licht erzeugt,
welches dann durch eine Flamme, in der sich die atomisierte Probensubstanz befindet, geleitet
wird. Die nicht angeregten Atome in der Flamme absorbieren das Licht. Diese Verminderung
der Lichtintensitat wird bei der flr Ca spezifischen Wellenlange vor und nach der Atomisierung

gemessen (Horncastle 1973). Anhand der Starke der Absorption kann dann die Konzentration
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von Ca in der Probe bestimmt werden (Greiling et al. 1989). Die photometrische Analyse der
Gehalte von Mg?* und P; erfolgte mit Hilfe eines Cobas 8000 c701 (Roche Diagnostics
International AG, Basel, Schweiz) Analysegerats sowie den Testkits LT- P; 0100 (P) und LT-
MG 0103 (Mg?*; Labor + Technik Eberhard Lehmann GmbH, Berlin, Deutschland).

Bei der Teilstichprobe von 30 Tieren, bei denen insgesamt vier Blutproben genommen
wurden, wurde auRerdem die Konzentrationen von Cholecalciferol, 250HD3, 1,25(0OH)2D3 und
24,25-Dihydroxycholecalciferol (24,25(0OH).D3) im Serum bestimmt. Diese Analyse der
Gehalte von Cholecalciferol, 250HD3 und 24,25(OH).Ds wurde im Institut fir Agrar- und
Erndhrungswissenschaften  der  Martin-Luther-Universitdt ~ Halle-Wittenberg  mittels
Flissigchromatographie mit Tandem-Massenspektroskopie (HPLC-MS/MS) durchgefihrt. Zu
den Serumproben wurden 150 pl Kaliumhydroxid (10 M), 60 pl Ascorbinsaure (78,8 mg/ml),
10 ul Natriumsulfid (2,125 mg/ml), 450 ul Ethanol sowie 50 ul des internen Standards (80 ng/ml
ds-D3,150 ng/ml d3-250HD3; und 200 ng/ml ds-24,25(0OH).D3) hinzugegeben. Danach wurden
die Proben mit Stickstoff bedeckt, kurz gemischt und auf einem Thermomixer (Thermomixer
comfort, Eppendorf, Wesseling, Deutschland) fir drei Stunden bei 37°C und unter konstanter
Bewegung (600 rpm) inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Reinstwasser wurden die Proben auf
die Extraktionssaulen (Extrelut NT1, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) gegeben und flr
10 Minuten darauf inkubiert. Danach erfolgte die Extraktion der Proben von der Saule durch
Zugabe von 4 ml n-Hexan und 4 ml n-Hexan/tert-Butylmethylethermischung. Die ablaufende
Flussigkeit wurde gesammelt, mit 1 ml Wasser versetzt und nach zwei Minuten die untere
Schicht abpipettiert. Nach Vakuumtrocknung (RVC 2-25 CDplus, Christ, Osterode am Harz,
Deutschland) und Evaporation wurden 400 pl Acetonitril und 100 pl 4-Phenyl-1,2,4-triazolin-
3,5-dion (0,75 g/l in Acetonitril) zugegeben und die Proben fir eine Stunde bei
Raumtemperatur und anschlieRend bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Anschliefend wurden die
Proben mit 100 pl Ethanol vermischt, fir 15 Minuten inkubiert und erneut vakuumgetrocknet.
Die Ruckstande wurden in 48 pl Methanol gelést und 12 pl 10 mM Ammoniumformiat
hinzugefligt. AbschlieRend wurden die Proben auf einer Poroshell-Saule (EC-C18, 50 x 4.6
mm?, 2.7 um) bei 40°C aufgetrennt und mittels eines 1260 Hochleistungs-
Flassigchromatographen (HPLC; both Agilent Technologies, Béblingen, Deutschland) und
einem gekoppelten QTRAP 5500 Massenspektrometer (AB SCIEX, Darmstadt, Germany)
sowie einem Gradienten (5mM Ammoniumformiat/ 0,1% Ameisensaure in Acetonitril und
Wasser (1 + 1, v/v) und Acetonitril (Dauer, min/ % Acetonitril, flow, pl/min: 0.0/0/600, 2.1/0/600,
4.0/23.5/600, 6.0/40/600, 8.0/60/600, 10.0/80/600, 11.0/100/600, 16.0/100/600,
18.0/100/1000, 20.0/100/1000, 21.0/0/1000, 24.0/0/800, 25.0/0/600)) die Gehalte an
Cholecalciferol, 250HD3 und 24,25(0OH).D3 bestimmt.
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Die Konzentration von 1,25(0OH);Ds wurde in einem kommerziellen Labor
(Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland) bestimmt. Zur Aufbereitung der Proben
wurden zunachst 100 pyL Antikoérper-Suspension in die Kavitaten einer Mikrotiterplatte gefulit.
Parallel erfolgte die Zugabe von 600 pyL Rekonstitutionslésung zu dem Standard und der
Kontrolle. Je 250 pL Standard, Kontrolle oder Probe wurden zur Antikérper-Suspension in die
Kavitaten der Mikrotiterplatte gegeben. Dazu wurden 50 uL verdinnter interner Standard
pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde fir 60 Minuten bei 16 rpm auf einem Rdéhrchen-Rotator
(Thermo Tube Revolver, Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts) geschuttelt. Anschliel3end
wurden die flissigen Bestandteile durch Zentrifugation (Heraeus MegaFuge, Thermo Fisher,
Waltham, Massachusetts) bei 2000 rpm fir zwei Minuten entfernt. Durch erneute
Zentrifugation bei 2000 rpm fir zwei Minuten wurden die Proben dreimal jeweils unter Zugabe
einer Waschlésung gereinigt. Es folgte die Elution der Proben durch Zugabe von 250 uL
Elutionslésung und anschlieRend eine erneute Zentrifugation bei 2000 rpm fir zwei Minuten.
Die flussigen Lésungsmittel wurden durch Vakuumkonzentration (Speedvac UNIVAPO 150H,
UniEquip, Planegg, Bayern) fir 60 Minuten entfernt. In jede Kavitat der Miktotiterplatte wurde
50 pL Derivatisierungsreagenz pipettiert und die Platte auf einem Plattenschiittler abgedunkelt
fur 60 Minuten inkubiert. Danach wurden 25 pL Quenchingreagenz hinzugegeben, um die
Reaktion zu stoppen. Durch erneute Vakuumkonzentration (Speedvac UNIVAPO 150H,
UniEquip, Planegg, Bayern) fir 30 Minuten wurden die flissigen Bestandteile entfernt. Es
erfolgte die Zugabe von 150 pL frisch aktivierter Injektionslésung und die Inkubation auf dem
Plattenschttler bei 1000 rpm fiir 2 Minuten. Die Mikrotiterplatte wurde in die HPLC-MS (Xevo
TQ-XS, Waters GmbH, Eschborn, Deutschland) verbracht und die Proben per Hochleistungs-

Flassigchromatographie mit Massenspektometrie gemessen.

Bei einer Teilstichprobe von 38 Tieren wurden die Blutproben, die zwei Tage nach der
Cholecalciferol-Injektion gewonnen wurden, auf den Gehalt von Progesteron und 17[3-
Ostradiol untersucht. Die Analyse erfolgte im Veterinar-Physiologisch-Chemischen Institut der

Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig.

Der Progesteronwert im Serum wurde mittels Enzymimmunoassay (EIA) Progesteron-
3-CMO-HRP (Kichmann (2023) modifiziert nach Gottschalk (1999)) bestimmt. Hierzu wurden
zunachst Mikrotiterplatten (Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, Deutschland) mit einem
Anti-Kaninchen-IgG vom Schaf (TU Mdinchen, Minchen, Deutschland), die als
Sekundarantikérper fungieren, beschichtet. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:5 verdinnt. In
die einzelnen Kavitaten der Mikrotiterplatten wurden dann jeweils 50 yL der verdinnten
Probenlésung, 50 yL des Hormons Progesteron-3-CMO-HRP (TU Minchen, Minchen,
Deutschland) in einer Verdinnung von 1:8.000 sowie 50 pyL verdinnte Antikdrperldsung

(hormonspezifisches polyklonales Antiserum vom Kaninchen/Sorte 1, eigene Immunisierung)

35



in einer Verdlnnung von 1:7.500 gegeben. Danach wurden die Platten bei 4°C Uber zwei
Stunden inkubiert und anschlieBend mit Tween 80 (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland) gewaschen. Es folgte die Zugabe von 150 pyL Substratlésung mit
Tetramethylbenzidin als Chromogen (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf,
Deutschland) und eine erneute Inkubation Gber 30 Minuten bei Raumtemperatur. Durch
Zugabe der Stopp-Lésung (H>.SO4) wurde die Reaktion beendet. Danach wurden die Proben
mittels eines Multilabel-Counter Victor 1420 (PerkinElmer LAS Germany GmbH, Rodgau,
Deutschland) bei 450 nm fotometrisch analysiert und die Daten mit Hilfe der Software
~Workout“ analysiert. Die Analyse wurde als Doppelbestimmung durchgeflihrt. Die untere
Nachweisgrenze des Assays lag bei 0,05 ng/ml. Der Intra- bzw. Interassay-
Variationskoeffizient lag bei 10,9 % bzw. 11,3 %.

Auch die Bestimmung von 17p- Ostradiol erfolgte mittels eines nach Gottschalk (1999)
modifizierten EIA Ostradiol-17p-6-CMO-HRP.

Vor der Durchfiihrung des EIA wurden die Serumproben extrahiert. Dies erfolgte durch
Zugabe von Diethylether und Inkubation auf einem Schittler fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die wassrige Phase ausgefroren. Die Etherphase
wurde durch Dekantieren, Eindampfen und Aufnahme durch einen Assaypuffer wieder aus der
Probe entfernt. Auch hier wurden fur die Durchfihrung des EIA zunachst Mikrotiterplatten
(Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, Deutschland) mit Anti-Kaninchen-IgG vom Schaf
beschichtet. In jede Kavitadt wurden je 50 yL des Probenextraktes und 50 pL verdinnte
Antikorperlésung (hormonspezifisches polyklonales Antiserum vom Kaninchen; Estradiol-
Antiserum, Jenapharm, Jena, Deutschland) in einer Verdinnung von 1:500.000 pipettiert. Es
wurde eine Verdinnungsreihe zur Eichung mittels unmarkierten 17B-Ostradiols (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) erstellt. Der Messbereich erstreckte sich von
20 bis 640 pg/ml. In jede Kavitat wurden nun noch einmal 50 uL des Hormons Ostradiol-17p-
6-CMO-HRP ((TU Munchen, Minchen, Deutschland) in einer Verdinnung von 1:8.000)
pipettiert. Uber Nacht wurde die Mikrotiterplatte bei 4 °C inkubiert und anschlieRend mehrfach
mit Tween 80 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) gewaschen. Nach
Zugabe von 150 pL Substratlésung mit Tetramethylbenzidin als Chromogen (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Schnelldorf, Deutschland) wurde erneut fir 40 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Farbreaktion durch Zugabe von HSO. gestoppt. Die
fotometrische Messung erfolgte mittels Multilabel-Counter Victor 1420 (PerkinElmer LAS
Germany GmbH, Rodgau, Deutschland) bei 450 nm und die Auswertung der Daten mittels der
Software ,Workout“. Die Analyse wurde als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die untere
Nachweisgrenze des Assays lag bei 10 pg/ml. Der Intra- bzw. Interassay-Variationskoeffizient
betrug 10,6 % bzw.12,7 %.
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3.3.2 Futterproben

Zur Bestimmung der DCAB wurden wahrend des Untersuchungs- und
Beobachtungszeitraums Proben von den Trockensteher- bzw. Vorbereiterrationen
genommen. Die Probenentnahme erfolgte an 10 verschiedenen Stellen der frisch auf dem
Futtertisch vorgelegten Ration. Die gewonnenen Futterproben wurden in einem 20 |- Eimer
noch einmal vermengt und dann eine Teilprobe von ca. 500g in einer Versandtite verpackt.
Diese wurde per Post an die LKS Landwirtschaftiche Kommunikations- und
Servicegesellschaft mbH, August-Bebel-Stralle 6, 09577 Lichtenwalde versandt. Im Anhang
befindet sich eine Tabelle (Tabelle 6) mit den untersuchten Parametern sowie der jeweiligen

Untersuchungsmethode.

3.4 Datenerhebung und statistische Auswertung

Die Fruchtbarkeits-, Milchleistungs-, und Abkalbedaten sowie die individuellen
Kuhdaten wurden dem jeweiligen Herdenmanagementprogramm des Milchviehbetriebes
entnommen und in eine Excel-Tabelle (MS Office 2013, Microsoft Deutschland Ltd., Minchen,
Deutschland) ibernommen. In den Milchviehbetrieben wurden HerdeW (dsp-Agrosoft, Ketzin,
Deutschland), HerdePlus (dsp-Agrosoft, Ketzin, Deutschland) oder C21 (GEA Farm
Technologies GmbH, Bdhnen, Deutschland) als Herdenmanagementprogramm verwendet.
Bei Betrieben, die weder HerdeW oder HerdePlus als Datenmanagement verwendeten, wurde
eine Datensicherung Uber den VIT (Vereinigte Informationssysteme Tierhaltung w.V., Verden,
Deutschland) bezogen, um die Daten einheitlich mit Hilfe von Excel extrahieren zu kénnen.
Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS (Version 27.0, SPPS Inc., Chicago, USA).

Fur die Untersuchung der kontinuierlichen Variablen wie die Ca-, Pi-, Mg?'-,
Progesteron- und Ostradiol-Konzentration im Serum sowie die Milchleistung wéahrend der
ersten funf Milchleistungsprifungen nach der Kalbung wurden generalisierte lineare
gemischte Modelle mit einer Messwiederholung verwendet (GENLINMIXED-Prozedur in
SPSS). Das Subjekt war die Kuh. Die Entwicklung der Modelle erfolgte gemaf Dohoo et al.
(2009).

Fir die Untersuchung des Einflusses der Behandlung auf die Mengenelemente (Ca,
Pi, Mg?*) wurden 95 Tiere beprobt (Kontrolle: n = 46; Behandlung: n = 49). Die Modelle der
einzelnen Mengenelemente beinhalteten eine Messwiederholung, da zur Untersuchung
Blutproben an Tag 1, 2 und 3 nach der Kalbung auf die Ca-, P, und Mg?*-Konzentration
untersucht wurden. Die Kuh war die experimentelle Einheit und der Betrieb wurde als
Zufallseffekt betrachtet. Das Modell berlcksichtigte den Cluster-Effekt von Kihen innerhalb
eines Betriebes. Bei der Einbeziehung der weiteren Einflussfaktoren wurde vor Aufnahme in

die gemischten Modelle ein univariates Model berechnet. Sofern der P-Wert im univariaten
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Model < 0,10 lag, wurde der Faktor im gemischten linearen Model berticksichtigt. Die Faktoren
wurden als fixe Effekte (d.h. kategoriale Variable) oder als Kovariate (d.h. kontinuierliche
Variable) getestet. Faktoren, die im gemischten linearen Model einen P-Wert > 0,10 aufwiesen,
wurden schrittweise (nach Hohe des P-Wertes) aus dem Model genommen. Die initial im
univariaten Model getesteten Einflussfaktoren waren die Behandlung (10 Mio. I.E.
Cholecalciferol vs. 10 ml NaCl), der Zeitpunkt der Beprobung (Tag 1, 2 und 3), der Betrieb (1
bis 11), die Laktationsnummer (Laktation 2, 3 und = 4), Dystokie (Ja und Nein), Totgeburt (Ja
und Nein), die 305-Tage-Milchleistung der Vorlaktation (kontinuierlich) sowie die Interaktion
aus der Behandlung und dem Zeitpunkt. Fur Mehrfachvergleiche wurde fur den P-Wert die
Bonferroni-Korrektur angewendet.

FUr die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Behandlung und der
Milchleistung wahrend der ersten funf Milchleistungsprifungen wurden die Daten von 446
Kihen einbezogen. Das Model zur Milchleistung beinhaltete ebenfalls eine
Messwiederholung, da der Einfluss der Behandlung Uuber die ersten finf
Milchleistungsprifungen untersucht wurde. Abgesehen von dieser Messwiederholung wurden
nach gleichem Vorgehen die oben genannten Faktoren in den univariaten Modellen bzw. in

dem gemischten linearen Modell berucksichtigt.

Zur Untersuchung des Effektes der Behandlung auf die Progesteron- und Ostradiol-
Konzentration zwei Tage nach der Behandlung wurden 38 Tiere beprobt (Kontrolle: n = 19;
Behandlung: n = 19). In die Modelle der Progesteron- und Ostradiol-Konzentration wurden
ebenfalls die oben genannten Faktoren einbezogen. Weiterhin wurde in diesen Modellen das
Intervall zwischen dem  Zeitpunkt der Probenentnahme zur Progesteron-/
Ostradiolbestimmung und der Kalbung als Kovariate beriicksichtigt. Wie bereits beschrieben
wurden die Faktoren initial in einem univariaten Modell getestet. Sofern der P-Wert im
univariaten Model < 0,10 lag wurden die Faktoren fur das gemischte lineare Modell
berucksichtigt und schrittweise aus dem Modell genommen, wenn der P-Wert im gemischten

linearen Modell > 0,10 war.

Zur Beurteilung des Effektes der Behandlung auf das Auftreten von
Reproduktionserkrankungen (d.h. Retentio secundinarum und Metritis) in der Frihlaktation

wurden Kreuztabellen erstellt und der Chi?-Test angewendet.

Um den Einfluss der Behandlung auf die Trachtigkeitsrate bis zum 200. Laktationstag
sowie das Merzungsrisiko bis zum 300. Laktationstag zu ermitteln, wurden Cox Proportional
Hazard Regressionsmodelle berechnet. Die Cox- Regression erstellt eine Hazard- oder
Uberlebensfunktion, welche die Zeit bis zum Eintreten eines Ereignisses (Trachtigkeit oder

Merzung) unter Bertlicksichtigung der verschiedenen Gruppen (Behandlung und Kontrolle)
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angibt. Bei dem Modell der Trachtigkeitsrate wurden Kihe zensiert, die innerhalb von 200
Laktationstagen tragend wurden. In dem Modell zur Merzung wurden Kihe zensiert, die
innerhalb der ersten 300 Laktationstage gemerzt wurden. Kiihe wurden als gemerzt betrachtet,
wenn sie gestorben sind bzw. euthanasiert wurden oder wenn sie zur Schlachtung verkauft
wurden. Hazard- oder Uberlebensannahmen wurden durch Auftragen der —In [-In (Trachtigkeit
oder Merzung)] Kurven fir Kiihe innerhalb der ersten 200 (Trachtigkeit) bzw. 300 Tage in Milch
gegen In (Hazard- oder Uberlebenszeit) erstellt. Die initialen Modelle beinhalteten dieselben

Faktoren, die flr die gemischten linearen Modelle der Mengenelemente berticksichtigt wurden.

Das Signifikanzniveau war mit a = 5 % (P < 0,05) festgelegt. Eine statistische Tendenz
war als ein P-Wert 2 0,05 und P =< 0,10 definiert.

Einige der Ergebnisse (Abbildung 3, 6 und 7) sind in Form von Boxplot-Diagrammen
dargestellt. Dabei reprasentiert die Mittellinie den Median, das X in der Box den Mittelwert. Die
zentrale Box reprasentiert die Werte zwischen den unteren und dem oberen Quartil (Spanne
zwischen dem 25%- Perzentil und dem 75%- Perzentil). Die vertikale Linie ist zwischen dem
Minimum und Maximum gespannt; ausgenommen sind Werte, die kleiner als das untere
Quartil minus dem 1,5-fachen Interquartilsabstand bzw. grof3er als das obere Quartil plus dem

1,5-fachen Interquartilsabstand sind.

Fir die Untersuchung des Einflusses der Behandlung auf die Cholecalciferol-
Metabolite (Cholecalciferol, 250HD3, 1,25(0OH)2Ds, 1,24(0OH)2D3) wurden 30 Tiere beprobt
(Kontrolle: n = 15; Behandlung: n = 15). Die Modelle der einzelnen Cholecalciferol- Metabolite
beinhalteten eine Messwiederholung, da zur Untersuchung Blutproben zwei Tage nach der
Cholecalciferolinjektion sowie an Tag 1, 2 und 3 nach der Kalbung genommen wurden. Die
Kuh war die experimentelle Einheit und das Modell berticksichtigte den Cluster-Effekt von
Kihen innerhalb eines Betriebes. Bei der Einbeziehung der weiteren Einflussfaktoren wurde
vor Aufnahme in die gemischten Modelle ein univariates Model berechnet. Sofern der P-Wert
im univariaten Model < 0,10 lag, wurde der Faktor im gemischten linearen Model
berlcksichtigt. Die Faktoren wurden als fixe Effekte (d.h. kategoriale Variable) getestet.
Faktoren, die im gemischten linearen Model einen P-Wert > 0,10 aufwiesen, wurden
schrittweise (nach Hohe des P-Wertes) aus dem Model genommen. Die initial im univariaten
Model getesteten Einflussfaktoren waren die Behandlung (10 x 108 IU Cholecalciferol vs. 10
ml NaCl), der Zeitpunkt der Beprobung (Tag 2 nach Behandlung, Tag 1, 2 und 3 nach der
Kalbung) sowie die Interaktion aus der Behandlung und dem Zeitpunkt der Beprobung. Fur

Mehrfachvergleiche wurde flir den P-Wert die Bonferroni-Korrektur angewendet.
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4 Ergebnisse
41 TMR-Analyse der Trockensteherration

Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse der Analyse der Trockensteherrationen der einzelnen
Betriebe (1-11). Auf drei Betrieben (Betrieb 1,4 und 9) wurde Grassilage und Heu zur Fltterung
der trockenstehenden Kiihe eingesetzt. Alle anderen Betriebe nutzten eine TMR. Die
Fltterung war auf 8 von 11 Betrieben einphasig gestaltet. Auf Betrieb 6 und 10 erhielten die
trockenstehenden Kihe ab 21 Tage vor dem errechneten Kalbedatum eine angepasste
Vorbereiterration. Die DCAB der Rationen aller Betriebe lag im positiven Bereich. Diese
Rationen enthalten also einen Kationenuberschuss. Ein Betrieb, der zunachst in die Studie
aufgenommen werden sollte, stellte zu Beginn des Durchfiihrungszeitraums die Futterung der
Trockensteher auf ein zweiphasiges Programm mit Zugabe von anionischen Salzen zu der
Ration um. Die TMR-Analyse dieses Betriebes ergab nach der Futterumstellung einen Wert
von - 198 mEq/kg TS. Da ein Einschlusskriterium bei der Versuchsdurchfiihrung die Fitterung
einer positiven DCAB in der Trockensteller- bzw. Vorbereitergruppe war, wurde der Betrieb

von der Untersuchung ausgeschlossen.

Die DCAB- Werte der ubrigen Rationen lassen sich in drei Gruppen einteilen: niedrig
positive DCAB (0 - 100 mEqg/kg TS), moderat positive DCAB (100 - 200 mEq/kg TS), deutlich
positive DCAB (> 200 mEqg/kg TS). In die Gruppe mit einer niedrig positiven DCAB sind die
Betriebe 1, 6, 10 und 12 einzuordnen. Eine DCAB zwischen 100 und 200 mEqg/kg TS wiesen
die Betriebe 2, 3, 5 und 8 auf. Eine DCAB von tber 200 fand sich in den Rationen der Betriebe
4, 9 und 12. Der Ca-Gehalt der Rationen lag auf den Betrieben 1, 5, 8, 10 und 11 zwischen
4,0 und 6,0 g/kg TS. Auf den Betrieben 2, 3, 4 und 9 lag der Ca-Gehalt zwischen 6,0 und 8,0
g/kg TS. Betrieb 6 hatte mit 8,5 g/kg TS den héchsten Ca-Wert in der Vorbereiterration.
Anhand des CI-Gehalts der Rationen lassen sich drei Gruppen unterscheiden: Der ClI-Gehalt
der Ration der Betriebe 6 und 7 lag unter 5 g/kg TS und der der Betriebe 8 und 11 tber 10
g/kg TS. Die CI-Gehalte der Rationen der Ubrigen Betriebe lagen zwischen 5,0 und 10 g/kg
TS. K*-Gehalte Uber 20,0 g/kg TS fanden sich in den Rationen der Betriebe 3, 8 und 11. Der
K*-Gehalt auf den Betrieben 4 und 5 lag zwischen 16,0 und 20,0 g/kg TS. Auf den Ubrigen
Betrieben lag der K*-Gehalt zwischen 13,0 und 16,0 g/kg TS.
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Tabelle 3. Ergebnisse der TMR-Analyse der Trockensteher-/ Vorbereiterrationen
Betrieb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Trocken- 46,4 448 412 404 29,8 38,2 433 31,2 494 455 33,5
substanz

(%)

Rohasche 76 75 118 92 91 74 74 102 163 73 102
(g/kg TS)

Rohprotein 127 138 148 157 153 138 117 163 155 130 132
(g/kg TS)

Rohfaser 261 227 247 183 258 216 258 171 256 230 262
(g/kg TS)

Starke 76 186 66 129 115 229 174 55 181 100
(g/kg TS)

Zucker 64 43 37 67 10 20 25 17 37 23 33
(g/kg TS)

NDF 494 437 467 376 460 426 496 541 495 444 501
(g/kg TS)

ADF 278 239 267 218 284 237 292 322 281 262 284
(g/kg TS)

Calcium 40 72 64 65 56 85 6,2 53 74 40 56
(g/kg TS)

Phosphor 2,7 32 32 33 34 36 39 28 29 28 39
(g/kg TS)

Natrium 3,0 1,4 1,7 29 22 1,0 1,4 39 4.1 0,4 1,5
(g/kg TS)

Magnesium 25 3,1 35 21 29 38 33 27 32 38 37
(g/kg TS)

Kalium 14,0 148 23,5 19,7 198 136 145 291 156 151 22,8
(g/kg TS)

Chilorid 89 71 95 85 92 47 44 156 9,7 6,1 10,4
(g/kg TS)

Schwefel 27 22 47 22 29 35 26 32 42 31 2,5
(g/kg TS)

NEL (MJ) 53 6,2 6,1 7,0 59 63 53 56 60 59 55
nRP 126 142 142 157 142 143 123 129 141 135 130
(g/kg TS)

DCAB 72 107 116 258 167 40 143 280 45 37 202
(mEqg/kg

TS)

TS = Trockensubstanz

nRP = nutzbares Rohprotein

ADF = acid detergent fiber
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4.2 Abkalbungen, Trachtigkeitsdauer, Behandlungstag

Tabelle 4. Ubersicht Kalbungen, Trachtigkeitsdauer und Zeitpunkt der Behandlung im
Dokumentationszeitraum
Anzahl Anzahl g - 9 - @ - Intervall
Betrieb Kalbungen behandelter Trachtigkeits- Behandlungs- Behandlung
gesamt Tiere dauer tag — Kalbung
1 23 16 286,3+ 5,8 276,3 £+ 1,06 10 £ 5,74
2 62 41 2829 + 4,21 276 £ 1,52 6,9+ 4,44
3 78 72 282,3 £ 5,27 274,6 + 1,27 7,7+513
4 56 47 283,4 + 4,47 276,2 + 1,41 7,1+4,37
5 50 24 283,3 + 5,27 276,2 + 1,68 7,2+5,54
6 104 70 281,5+ 4,94 275,7 + 1,56 5,8+4,88
7 82 56 282,7 + 4,58 275,9+ 1,32 6,8 £ 4,62
8 35 24 281 +4,78 275,3 £ 1,49 5,7 + 4,87
9 59 44 282,4 + 4,45 275,9 + 1,49 6,5+ 4,49
10 84 57 280,1 + 3,09 275,5+ 1,59 4,6 + 3,57
11 62 14 285,5+ 10,53 275,7 + 1,06 9,8 + 10,96
9 282,9 + 5,22 275514 7,1+5,33

In Tabelle 4 sind die Anzahl der Abkalbungen und der behandelten Tiere sowie die
durchschnittliche Trachtigkeitsdauer,
durchschnittliche Intervall zwischen Behandlung und Kalbung im Durchfiihrungszeitraum
dargestellt. Die durchschnittliche Trachtigkeitsdauer der Betriebe war sehr variabel. Auch
tierindividuell gab es groRe Unterschiede. Der Zeitpunkt der Injektion sollte am 275. Tag der
Trachtigkeit (275. Tag nach der letzten Besamung) mit einer tolerierten Abweichung von zwei
Tagen durchgefuhrt werden. Aufgrund der verlangerten Trachtigkeitsdauer auf einigen
Betrieben wurde der Injektionszeitpunkt nach ca. drei Monaten im Durchflihrungszeitraum auf

den 277. Tag + zwei Tage festgelegt. Tiere, die vor dem 273. bzw. 275. Trachtigkeitstag

der durchschnittliche Behandlungstag und das

gekalbt hatten, konnten in der Studie nicht bertcksichtigt werden.

42



In Abbildung 3 ist die Variation der Trachtigkeitsdauer auf den verschiedenen Betrieben
dargestellt. Es wird deutlich, dass es betriebsindividuell gro3e Unterschiede gab mit einer

mehr oder minder breiten Streuung der Trachtigkeitsdauer.
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Abbildung 3. Boxplots der Variation der Trachtigkeitsdauer aller in die Studie

aufgenommenen Tiere (n = 446), aufgetragen nach Betrieben (n = 11)

4.3 Totgeburten, Kalbeverlauf, klinische Hypocalcamie und Retentio

secundinarum

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht Uber die die Behandlungs- und Kontrollgruppe
charakterisierenden Merkmale. Mit Ausnahme des Auftretens von Retentio secundinarum
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe
bei den in der Tabelle dargestellten Parametern gefunden werden. Es gab jedoch eine
Tendenz, dass in der Gruppe der sieben Tage vor dem errechneten Kalbetermin mit 10 Mio.
I.LE. Cholecalciferol behandelten Tieren eine hdhere Totgeburtenrate vorliegt. Die
Laktationsnummer, die Trachtigkeitsdauer und das Intervall von der Behandlung bis zur

Kalbung sind in beiden Gruppen nahezu gleich verteilt.
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Tabelle 5. Charakterisierung von Kontroll- und Behandlungsgruppe

Variable Kontroligruppe Behandlungsgruppe P-Wert
(n = 216) (n =230)
Laktationsnummer 0,584
2, n (%) 67 (31,0) 69 (30,0)
3, n (%) 55 (25,5) 53 (23,0)
24,n (%) 94 (43,5) 108 (47,0)
@ Trachtigkeitsdauer, d 282,4 (£ 0,4) 282,5 (£ 0,3) 0,710
@ Intervall Behandlung 6,7 (£ 0,4) 6,9 (£ 0,3) 0,691
bis Kalbung, d
Kalbeverlauf' 0,296
Eutokie, n (%) 181 (83,8) 194 (84,3)
Dystokie, n (%) 35 (16,2) 36 (15,7)
Totgeburten, n (%) 3(1,4) 9(3,9) 0,100
Retentio 17 (7,9) 34 (14,8) 0,021
secundinarum, n (%)
Klinische 21 (9,7) 29 (12,7) 0,327

Hypocalcamie, n (%)

Kalbeverlauf: Eutokie = Abkalbung ohne Geburthilfe, Dystokie = Geburtshilfe durch eine oder

mehrere Personen
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4.4 Blutproben
4.41 Calcium, Phosphor und Magnesium

Die nachfolgende Abbildung 4 zeigt die Serum-Konzentrationen von Ca (A), Pi (B) und
Mg?* (C) an den ersten drei Tagen nach der Kalbung bei einer Stichprobe von 95 Tieren
(Behandlung = 49 Tiere; Kontrolle = 46 Tiere). Dargestellt sind die Mittelwerte + der
Standardfehler der Least-Square-Schatzungen des gemischten linearen Modells. Kiihe, die
sieben Tage vor dem errechneten Kalbedatum eine intramuskulare Injektion mit 10 Mio. |.E.
Cholecalciferol erhielten, hatten in den ersten drei Tagen p.p. durchschnittlich numerisch
héhere Serum-Ca-Werte im Vergleich zu Tieren, die mit 10 ml einer 0,9%igen
Natriumchloridlésung behandelt wurden (P = 0,08). Ein Einfluss der Interaktion von Zeitpunkt
der Probennahme und Behandlung auf die Serum-Ca-Konzentration wurde nicht gefunden (P
= 0,57). Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der Beprobung und der
Serum-Ca-Konzentration festgestellt werden (P < 0.01). Sowohl in der Behandlungs- wie auch
in der Kontrollgruppe war die Serum-Ca-Konzentration am ersten Tag nach der Kalbung am
niedrigsten. Danach stieg sie an Tag 2 und 3 p.p. stetig an. Erst an Tag 3 nach der Kalbung
erreichte sie bei beiden Gruppen Durchschnittswerte tber 2,0 mmol/l. Des Weiteren gab es
einen Zusammenhang zwischen der Laktationsnummer (P < 0,01) und der Serum-Ca-

Konzentration.

Der Verlauf der Pi-Werte im Serum verhielt sich in beiden Gruppen &hnlich dem Verlauf
des Serum-Ca-Spiegels. Zu allen drei Zeitpunkten nach der Kalbung hatten die Tiere der
Behandlungsgruppe signifikant héhere Pi-Werte als die Tiere der Kontrollgruppe (P < 0,05).
Eine Assoziation der Serum-Pi-Konzentration mit der Interaktion von Zeitpunkt der
Blutprobenentnahme und Behandlung gab es ebenfalls nicht (P = 0,85). Weiterhin gab es
einen Zusammenhang zwischen der Pi-Konzentration und der Laktationsnummer (P < 0,05)

sowie dem Zeitpunkt nach der Kalbung (P < 0,05).

Die Serum-Konzentration von Mg?* war an allen drei Tagen nach der Kalbung in der
Behandlungsgruppe signifikant niedriger (P < 0,01). Die Interaktion des Zeitpunktes der
Beprobung und der Behandlung hatte ebenso wie bei den Serum-Konzentrationen von P; und

Ca keinen Einfluss auf die Serum-Mg?*-Konzentration (P = 0,50).
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Abbildung 4. Effekt einer intramuskularen Injektion von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol
(Behandlung, blau) oder 10 ml 0,9%ige Natriumchloridiésung (Kontrolle, grau)
sieben Tage vor dem errechneten Kalbedatum auf die Serum-Konzentrationen
von Calcium (A), Phosphat (B) und Magnesium (C) in mmol/l in den ersten drei
Tagen p.p. bei pluriparen Milchkiihen (n = 95; Behandlung = 49; Kontrolle =
46)
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4.4.2 Cholecalciferolmetaboliten

Abbildung 5 zeigt die Serum-Werte von Cholecalciferol, 250HD3 und 24,25(0OH).D3
zwei Tage nach der Injektion bei einer Stichprobe der ca. sieben Tage vor der errechneten
Kalbung mit 10 Mio. |.E. Cholecalciferol bzw. 10 ml einer 0,9%igen Natriumchloridldsung

behandelten pluriparen Milchklhe.

Die Cholecalciferol-Konzentration lag finf Tage vor dem errechneten Kalbedatum und
ca. zwei Tage nach der Injektion des Cholecalciferols in der Kontrollgruppe durchschnittlich
bei 4,6 ng/ml. Der Wert der Tiere der Behandlungsgruppe war mit 464,0 ng/ml etwa 100-fach
so hoch. In den Tagen nach der Kalbung sank der Wert in der Behandlungsgruppe auf 131,8
ng/ml an Tag 1 p.p., 91,1 ng/ml an Tag 2 p.p. und 67,7 ng/ml an Tag 3 p.p. ab. Die Werte der
Kontrollgruppe lagen an allen drei Tagen nach der Kalbung auf einem ahnlichen Niveau von

2,5 ng/ml, 3,0 ng/ml und 2,5 ng/ml.

Die Konzentration von 250HD3 stieg innerhalb von zwei Tagen nach der Injektion von
durchschnittlich 153,0 ng/mL an Tag funf vor der Kalbung auf 196,4 ng/ml, 205,5 ng/ml und
197,9 ng/ml an Tag 1, 2 und 3 nach der Kalbung in der Behandlungsgruppe. In der
Kontrollgruppe lag die 250HDs-Konzentration zu allen Zeitpunkten ungefahr bei 50,0 ng/ml.

An Tag funf vor der Kalbung betrug die Konzentration von 24,25(0OH);Ds; in der
Behandlungsgruppe 7,7 ng/ml und in der Kontrollgruppe 3,6 ng/ml. In der Kontrollgruppe blieb
die Konzentration Uber die drei Tage nach der Kalbung hinweg konstant bei 3,6 - 3,7 ng/ml. In
der Behandlungsgruppe stieg der Wert bis Tag 1 p.p. auf 21,9 ng/ml. An Tag 2 und 3 p.p. blieb
die 24,25(0OH).Ds-Konzentration mit 24,1 ng/ml und 24,3 ng/ml auf einem ahnlichen Niveau.

Die statistische Auswertung mittels eines gemischten linearen Modells ergab fur alle
drei Parameter eine hochsignifikante Assoziation (P < 0,01) mit der Behandlung, dem

Zeitpunkt der Beprobung und der Interaktion aus Behandlung und Zeitpunkt der Beprobung.
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Abbildung 5. Effekt einer intramuskularen Injektion von 10 Mio. I.E. Cholecalciferol
(Behandlung, blau) oder 10 ml 0,9%ige Natriumchloridlésung (Kontrolle, grau)
sieben Tage vor der errechneten Kalbung auf die Serum-Konzentration von
Cholecalciferol (A), 250HDs3 (B) und 24,25(0OH).D3 (C) in ng/ml finf Tage ante
und drei Tage post partum bei pluriparen Milchkihen (n = 30, Behandlung =

15; Kontrolle = 15; * markiert einen signifikanten Unterschied)
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In Abbildung 6 sind die 1,25(0OH).Ds-Werte im Serum einer Stichprobe der sieben Tage
vor der Kalbung mit 10 Mio. I.E. Cholecalciferol oder 10 ml 0,9%iger Natriumchloridlésung
behandelten Milchkiihe zwei Tage nach der Injektion und an den ersten drei Tagen p.p.
dargestellt. Es konnte ein signifikanter Effekt der Interaktion aus Zeitpunkt und Behandlung
festgestellt werden (P < 0,01). Funf Tage vor der Kalbung war die 1,25(0OH).D3s-Konzentration
im Blut der behandelten Tiere signifikant hdher als in der Kontrollgruppe (P < 0,01). Bis zur
Kalbung stieg sie von 89,2 pg/ml im Serum der Behandlungs- und 34,9 pg/ml im Serum der
Kontrollgruppe in beiden Gruppen an und erreichte einen Tag p.p. einen Wert von 100,7 pg/ml
in der Behandlungs- und 110,3 pg/ml in der Kontrollgruppe. Nach der Kalbung stieg der
1,25(0OH)2D3s-Wert in der Kontrollgruppe sprunghaft auf 166,0 an Tag 2 p.p. an und sank bis
Tag 3 auf 155,4 pg/ml. In der Behandlungsgruppe gab es nur einen leichten Anstieg auf 122,9
pg/ml an Tag zwei p.p. und einen Abfall auf 101,6 pg/ml an Tag drei p.p..

Einen und zwei Tage nach der Kalbung gab es keinen signifikanten Unterschied der
1,25(OH)2D3-Konzentration im Serum der Behandlungs- und der Kontrollgruppe. An Tag drei
p.p. war die 1,25(0OH).Ds-Konzentration jedoch in der Kontrollgruppe signifikant hdher als bei
den mit Cholecalciferol behandelten Tieren (P = 0,029). Die Assoziation von Behandlung und

den Zeitpunkten der Blutprobenentnahme war signifikant (P < 0,01).
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Abbildung 6. Effekt einer intramuskularen Injektion von 10 Mio. I.E. Cholecalciferol
(Behandlung, blau) oder 10 ml 0,9%ige Natriumchloridiésung (Kontrolle, grau)
sieben Tage vor der errechneten Kalbung auf die Serum-Konzentration von
1,25(0H)2Ds in pg/ml funf Tage ante und drei Tage post partum bei pluriparen
Milchkihen (n = 30, Behandlung = 15; Kontrolle = 15; * markiert einen

signifikanten Unterschied)
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4.4.3 Progesteron und Ostradiol

Bei der Analyse, ob die Behandlung mit Cholecalciferol einen Effekt auf die
Progesteron-Konzentration im Serum zwei Tage nach der Injektion hatte, konnte kein
Behandlungseffekt beobachtet werden (P = 0,81). Es gab jedoch einen Effekt des Intervalls
zwischen Behandlung und Kalbung (P < 0,05) sowie einen Betriebseffekt (P < 0,01; Abbildung
7). Es zeigt sich betriebsabhangig eine unterschiedlich starke Streuung der Werte und

deutliche Unterschiede bei den Mittelwerten.
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Abbildung 7. Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Progesteron-Konzentration
zwei Tage nach der Injektion von 10 Mio |.E. Cholecalciferol bzw. 10 ml NaCl
0,9% und dem Betrieb als Boxplots (n = 38, Behandlung = 19, Kontrolle = 19)

Auch bei der Auswertung der Auswirkungen der Cholecalciferol-Injektion auf die
Ostradiol-Konzentration zwei Tage post injectionem konnte kein Effekt der Behandlung
festgestellt werden (P = 0,67). Es gab allerdings eine signifikante Assoziation mit dem Intervall
zwischen Behandlung und Kalbung (P < 0,01) und einen Zusammenhang mit der
Laktationsnummer (P < 0,05). Dieser ist in der nachfolgenden Abbildung 8 dargestellt. Tiere
in der dritten und vierten Laktation hatten tendenziell héhere Ostradiol-Werte als Tiere in der

zweiten Laktation.
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Sowohl bei der Progesteron- als auch bei der Ostradiol-Konzentration im Serum zwei
Tage post injectionem zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Intervalls zwischen Behandlung
und Kalbung (Progesteron: P < 0,05; Ostradiol: P < 0,01). Tiere, die innerhalb von zwei bis
vier Tagen nach der Injektion gekalbt hatten (n = 13), hatten durchschnittlich héhere Ostradiol-

und niedrigere Progesteron-Werte als Tiere, die mehr als vier Tage nach der Injektion gekalbt
hatten (n = 25).

450 1
400 -
350 1
300 1
250 1
200 1
150 1
100 -
50 1

Ostrogen, pg/mL

2 3 4

Laktationsnummer

Abbildung 8. Darstellung des Effektes der Laktationsnummer auf die Ostradiol-
Konzentration zwei Tage nach einer Injektion von 10 Mio. |I.E. Cholecalciferol
oder 10 ml einer 0,9%igen Natriumchloridldsung sieben Tage vor der
errechneten Kalbung in Form von Boxplots (n = 38, Behandlung = 19,
Kontrolle = 19)
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4.5 Metricheck

In der Abbildung 9 sind die Ergebnisse der Auswertung des flinf bis zehn Tage nach
der Kalbung erhobenen Metritis Scores dargestellt. Mit Hilfe des Metricheck wurde
Vaginalsschleim gewonnen und dieser nach dem Scoring-System nach Urton et al. (2005)
beurteilt. Bei nicht vorhandenem oder klarem Mukus wurde Score 0 vergeben. Triber oder mit
Eiterflocken versetzter Schleim bekam den Score 1. Mukopurulenter Schleim (< 50 % Eiter)
mit fauligem Geruch erhielt den Score 2. Purulenter Schleim (= 50 % Eiter) mit fauligem Geruch
wurde mit dem Score 3 bewertet. Rot-braunlicher, wassriger, faulig riechender Ausfluss wird
nach Urton et al. (2005) dem Score 4 zugeordnet. Kihe, die sieben Tage vor der Kalbung mit
10 Mio. |.E. Cholecalciferol behandelt wurden, hatten finf bis zehn Tage p.p. keinen héheren

Metritis Score als Kiihe, die mit Kochsalzlésung behandelt wurden (P = 0,67).
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Abbildung 9. Darstellung der mit Hilfe des Metricheck 5 bis 10 Tage p.p. ermittelten Metritis
Scores von pluriparen Milchkihen, die sieben Tage vor dem errechneten
Kalbedatum eine intramuskulare Injektion mit 10 Mio. I.E. Cholecalciferol
(Behandlung) oder 10 ml 0,9%ige- Natriumchloridlésung (Kontrolle) erhielten
(n =446, Behandlung = 230, Kontrolle = 216).

4.6 Milchmenge

Abbildung 10 zeigt die energiekorrigierte Milchleistung der Behandlungs- und
Kontrollgruppe in den ersten fiinf Milchleistungsprifungen nach der Kalbung. Dargestellt sind
der Mittelwert + der Standardfehler des Mittelwertes des gemischte linearen Modells mit

Messwiederholungen. Die Milchproduktion der ersten funf Milchleistungsprifungen p.p. war

52



signifikant assoziiert mit dem Betrieb (P < 0,01), der Nummer der Milchleistungsprifung (P <
0,01), der Laktationsnummer (P < 0,05), der 305-Tage-Milchleistung der Vorlaktation (P <
0,01) und der Inzidenz von Totgeburten (P < 0,05). Die Behandlung (P = 0,67) und die
Interaktion von Behandlung und der Nummer der Milchleistungsprifung (P = 0,75) hatten

keinen Effekt auf die Milchleistung.
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Abbildung 10. Effekt einer intramuskularen Injektion von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol
(Behandlung) oder 10 ml 0,9%ige Natriumchloridldsung (Kontrolle) sieben
Tage vor dem errechneten Kalbedatum auf die energiekorrigierte Milchleistung
in kg der ersten funf Milchleistungsprifungen p.p. bei pluriparen Milchkihen
(n =446, Behandlung = 230, Kontrolle = 216)

4.7 Gustzeit

In der nachfolgenden Abbildung 11 ist der Anteil der noch nicht tragenden Tiere, die an
der Studie teilgenommen hatten, in Abhangigkeit von der Zeit nach der Kalbung dargestelit.
Der Anteil der tragenden Tiere nahm Uber die Dauer des Beobachtungszeitraumes
kontinuierlich zu. Die Kurven der behandelten Tiere und der Kontrolltiere verliefen gleich. Die
Behandlung hatte keine Auswirkung auf die Gustzeit (P = 0,71), es konnte jedoch eine
Assoziation mit dem Betrieb (P < 0,01) und mit der Laktationsnummer (P = 0,09) gefunden

werden.
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Abbildung 11. Darstellung der Kaplan-Meier-Analyse des Effektes einer Behandlung mit 10
Mio. ILLE. Cholecalciferol (Behandlung, blau) oder 10 ml einer 0,9%igen
Natriumchloridlésung (Kontrolle, grau) sieben Tage vor dem errechneten
Kalbedatum auf die Gustzeit bis 200 Tage in Milch bei pluriparen Milchkiihen
(n =446, Behandlung = 230, Kontrolle = 216).

4.8 Abgangsrate

Abbildung 12 zeigt den Anteil der wahrend des Untersuchungszeitraumes gemerzten
Tiere in Abhangigkeit von der Zeit. Die Behandlung mit Cholecalciferol hatte keinen Einfluss
auf das Merzungsrisiko innerhalb der ersten 300 Tage nach der Kalbung (P = 0,12). Es gab
allerdings einen Zusammenhang des Merzungsrisikos mit der Laktationsnummer (P < 0,01).

Je hoher die Laktationsnummer, desto hoher war das Risiko einer Merzung.
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Abbildung 12. Darstellung der Kaplan-Meier-Analyse des Effektes einer Behandlung mit 10
Mio. |.LE. Cholecalciferol (Behandlung, blau) oder 10 ml einer 0,9%igen
Natriumchlorididsung (Kontrolle, grau) sieben Tage vor der errechneten
Kalbung auf das Merzungsrisiko innerhalb der ersten 300 Laktationstage bei
pluriparen Milchkihen (n = 446, Behandlung = 230, Kontrolle = 216).
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5 Diskussion

Ziel des Versuchsvorhabens war es, bei Betrieben mit einer positiven DCAB (= 0
mEg/kg TS) in der Vorbereiterfiitterung den Einfluss einer Injektion von 10 Mio. I.E.
Cholecalciferol ca. finf Tage vor der erwarteten Kalbung auf die Serum-Ca-Dynamik p.p.
sowie die Milchproduktion, das Auftreten von Retentio secundinarum und Metritis in der
nachfolgenden Laktation zu untersuchen. So sollte unter angepassten Bedingungen bestimmt

werden, inwiefern die Ergebnisse der Studie von Venjakob et al. (2022) reproduzierbar sind.

In der vorliegenden Untersuchung konnte durch die Cholecalciferol-Injektion
durchschnittlich sieben Tage vor dem errechneten Kalbedatum ein geringer positiver Effekt
auf den Serum-Ca-Spiegel in den ersten drei Tagen p.p. festgestellt werden. Es ergaben sich
hinsichtlich des Kalbeverlaufs, der Inzidenz klinischer Hypocalcamie sowie der Gehalte an
Progesteron und Ostradiol zwei Tage nach der Injektion im Serum der behandelten Milchkiihe
keine Unterschiede zwischen der Behandlungs- und der Kontroligruppe. In der
Behandlungsgruppe gab es eine Tendenz zu einer hdheren Inzidenz von Totgeburten und die
Inzidenz von Retentio secundinarum war signifikant héher. Die Milchleistung, Glstzeit und das
Risiko fir Merzung in der Folgelaktation unterschieden sich jedoch nicht. Die Analyse der
Konzentrationen von Cholecalciferol, 250HD3 und 24,25(0OH).Ds finf Tage vor und in den drei
Tagen nach der Kalbung im Serum der Tiere zeigte einen deutlichen Anstieg dieser
Verbindungen bereits zwei Tage nach der Injektion: Die Auswertung der 1,25(OH)2Ds-
Konzentration ergab vor der Kalbung einen starken Anstieg in der Behandlungsgruppe, nach
der Kalbung jedoch einen deutlicheren Anstieg und an Tag drei p.p. eine signifikant héhere

Konzentration in der Kontrollgruppe.

In der von Venjakob et al. (2022) im Jahr 2021 durchgeflihrten Studie wurden die
Auswirkungen einer intramuskularen Injektion von 12 Mio. |.E. Cholecalciferol am 275. Tag
der Trachtigkeit zum einen auf die Serum-Ca-Dynamik p.p. und zum anderen auf die
Milchleistung und die Gesundheit der Milchkiihe in der Folgelaktation analysiert. Kihe, die
nicht innerhalb von sechs Tagen nach der Injektion gekalbt hatten, erhielten eine zweite
Injektion mit reduzierter Dosierung (10 Mio. |.E.). Bei der Analyse der an Tag 1, 2, 3, 5, 7 und
10 nach der Kalbung genommenen Blutproben stellte sich heraus, dass die Tiere der
Behandlungsgruppe an allen Tagen signifikant hdhere Ca- und Pi- Konzentrationen und
signifikant niedrigere Mg?*-Konzentrationen im Serum aufwiesen (Venjakob et al. 2022). Die
Analyse der Gesundheitsdaten ergab, dass das Risiko fur Retentio secundinarum und Metritis
bei den mit Cholecalciferol behandelten Milchkiihen erhéht war. Einmal mit Cholecalciferol
behandelte Tiere hatten ein um 2,35- fach erhdhtes Risiko, zweimal behandelte ein um 1,89-

fach erhdhtes Risiko funf bis zehn Tage p.p. an Metritis zu erkranken (Venjakob et al. 2022).
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Auch bei der Auswertung der Ergebnisse der ersten 10 Milchleistungsprifungen nach der
Kalbung zeigten sich negative Effekte in der Behandlungsgruppe. Milchkiihe, die einmalig eine
Cholecalciferol-Injektion erhielten, hatten durchschnittlich 3,7 kg weniger Milch in der ersten
und 2,8 kg weniger Milch in der zweiten Milchleistungsprifung im Vergleich zu den
Kontrolltieren. In der Gruppe der zweifach mit Cholecalciferol behandelten Tiere wiesen diese
Kihe im Vergleich mit der Kontrollgruppe durchschnittlich 3,8 kg weniger Milch in der ersten
Milchleistungsprifung auf (Venjakob et al. 2022). Da diese Effekte in der Literatur oder Praxis
bisher nicht beschrieben wurden, scheint ein Betriebseffekt wahrscheinlich. Anhand des
Versuchsdesigns konnte nicht Uberprift werden, ob die Injektion bzw. der damit
einhergehende Stress, die Dosierung des Cholecalciferols, oder eine mdgliche
Hypersensitivitat gegentber adjuvanter Substanzen in dem Medikament einen Einfluss auf die
festgestellten negativen Auswirkungen der Cholecalciferol-Injektion haben konnten.
Auflerdem war in dieser Studie die Trachtigkeitsdauer der behandelten Milchkuhe signifikant
verkurzt. Eine mdgliche Ursache dafir konnte eine Interaktion des Cholecalciferols mit dem
Steroidmetabolismus sein, die zu einer verminderten Progesteron- und einer erhdhten
Ostradiol-Konzentration im Blut der Tiere und in der Folge zur Ausldsung einer friihzeitigen
Geburt gefihrt haben kénnte (Venjakob et al. 2023). In der hier vorliegenden Studie wurden
daher die Blutproben einer Teilstichprobe von 30 Tieren, die zwei Tage nach erfolgter
Cholecalciferol-Injektion entnommen wurden, auf den Gehalt an Progesteron und Ostradiol

untersucht.

In dem aktuellen Versuchsdesign wurden einige Verdnderungen vorgenommen, um
diesen Fragestellungen zu begegnen. Um einen moglichen individuellen Betriebseffekt zu
umgehen, wurde ein multizentrisches Versuchsdesign gewahlt. Hierbei werden die zu
untersuchenden Parameter auf verschiedenen Betrieben erhoben (Metzler und Krause 1997).
In die vorliegende Studie wurden 446 tragende, trockenstehende Milchkihe auf elf Betrieben

in Nordwest-Niedersachsen aufgenommen.

Der Betrieb, auf dem die Studie von Venjakob et al. (2022) durchgefihrt wurde, setzte
in der Trockensteherfltterung ein zweiphasiges System ein, in dem die Kiihe in den letzten 21
Tagen vor der Kalbung eine Vorbereiterration mit negativer DCAB (- 31 mEqg/kg TS) erhielten.
Da, wie unter Punkt 2.3.3 beschreiben, auch die DCAB der Trockensteherration einen grofl3en
Einfluss auf die Ca-Homoostase hat, wurden fiir das vorliegende Versuchsdesign vorrangig
Betriebe mit einer einphasigen Trockensteherfltterung ausgewahlit. Auf diesen Betrieben sind
keine negativen DCAB-Werte in der Futterung der Trockensteher zu erwarten, da die
Fatterung einer anionenreichen Ration Uber einen Zeitraum von mehr als 21 Tagen zu einer
verminderten Futteraufnahme fuhren kann (Lopera et al. 2018). Im Verlauf des

Durchfihrungszeitraumes wurden auf den einzelnen Betrieben Futterproben von der
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Trockensteher- bzw. Vorbereiterrationen genommen und hinsichtlich ihrer Nahrstoffgehalte
und der DCAB untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 unter Punkt 4.1 dargestellt. Auf
jeweils vier Betrieben wurde eine Ration mit niedrig positiver DCAB (0 - 100 mEqg/kg TS) bzw.
moderat positiver DCAB (100 - 200 mEqg/kg TS) gefuttert. Auf drei weiteren Betrieben lag die
DCAB der Trockensteherration Gber 200 (202, 258 und 280) mEqg/kg TS. Lediglich bei einem
Betrieb wurde eine stark negative DCAB von - 198 mEq/kg TS festgestellt. Dieser Betrieb hatte
zu Beginn des Versuchszeitraums die Futterung der Trockensteher auf ein zweiphasiges
System mit Zufltterung von anionischen Salzen in der Vorbereiterfutterung umgestellt und

wurde daraufhin von der Untersuchung ausgeschlossen.

In beiden Studien wurde das Medikament Ursovit D3 des Serumwerks Bernburg
verwendet. Eine Milchkuh der Rasse Holstein-Frisian mit einem Gewicht von ca. 600 kg
musste nach der Dosierungsempfehlung von 1 Mio. |.E. Cholecalciferol (1 ml Ursovit D3) pro
50 kg Kérpermasse eine Dosis von 12 Mio. I.E. Cholecalciferol (12 ml Ursovit D3) erhalten.
Diese Dosierung filhrte im Fall der Studie von Venjakob et al. (2022) zu einer deutlichen,
dosisabhangigen Steigerung des Serum-Ca-Spiegels. Tiere die zweimal mit Cholecalciferol
behandelt wurden, hatten zu allen Zeitpunkten der Blutprobenentnahme p.p. signifikant hdhere
Ca-Konzentrationen als Tiere die einmal behandelt wurden und Tiere der Kontroligruppe.
Aulerdem zeigte sich bei der Auswertung der 250HDs-Konzentrationen, dass Tiere, die
einmalig mit Cholecalciferol behandelt wurden, auch an Tag 10 nach der Kalbung im Mittel
noch fast vierfach hohere Werte als die Kontrolltiere hatten. Tiere, die zweimal mit
Cholecalciferol behandelt wurden, hatten fast flinffach héhere Werte im Serum. Die Dosis von
12 Mio. I.E. Cholecalciferol liegt, trotz dass die in der Studie beobachteten Effekte nicht den
unter Punkt 2.3.4 beschriebenen Symptomen einer Cholecalciferolintoxikation entsprechen,
insbesondere in Kombination mit der Nachdosierung von 10 Mio. I.E. nahe an der kritischen
Dosis fur mogliche toxische Effekte des Cholecalciferols. Da die hohe Dosierung dennoch als
magliche Ursache fiir die in der Studie beobachteten negativen Effekte in Frage kommt, wurde
in der vorliegenden Studie die Dosis auf 10 Mio. I.E. reduziert und von einer Nachdosierung

abgesehen.

Ein weiterer Faktor, der als mdgliche Ursache fir die adversen Effekte in der Studie
von Venjakob et al. (2022) in Betracht zu ziehen ist, ist der Vorgang der Injektion des
Cholecalciferols selbst, der kurz vor der Kalbung durch die Separation der Kuh und die
Injektion selbst zu Stress bei den Tieren geflhrt haben kdnnte. Daher wurde in der hier
beschriebenen Studie den Kiihen der Kontrollgruppe zum Behandlungszeitpunkt ein Placebo
in Form von 10 ml 0,9%iger Natriumchloridlésung intramuskular injiziert. Die Tiere der beiden
Gruppen wurden auf den jeweiligen Betrieben wahrend der Behandlung und den gesamten

Durchfihrungszeitraum Uber gleich behandelt. Es ist méglich, dass diese adversen Effekte
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durch Reaktion auf einen anderen Bestandteil des verwendeten Medikaments bedingt sind.
Um einen moglichen Effekt der adjuvanten Substanzen ausschlieRen zu kénnen, hatte in der
vorliegenden Untersuchung als Placebo ein dem Medikament gleiches Mittel inklusive der
adjuvanten Stoffe ohne den Wirkstoff Cholecalciferol injiziert werden missen. Vor Beginn des
Untersuchungszeitraumes wurde gepruft, ob die Herstellung eines solchen Placebos moglich
sei. Dies lieR sich jedoch aufgrund arzneimittelrechtlicher Vorschriften und

produktionstechnischer Hindernisse nicht umsetzen.

Aus dem Versuchsdesign in die aktuelle Studie Gibernommen wurden der Zeitpunkt der
Injektion flinf Tage vor der errechneten Kalbung (275. Tag der Trachtigkeit), der Ausschluss
von Erstkalbinnen aufgrund des geringen Risikos flir Hypocalcamie sowie die Untersuchung
von Vaginalsekret funf bis zehn Tage p.p. mittels Metricheck und die Entnahme von Blutproben
an Tag 1, 2 und 3 nach der Kalbung, da zu diesen Zeitpunkten in der vorherigen Studie die
groRten Effekte auf die Serum-Konzentration von Ca, P; und Mg?* gezeigt werden konnten. In
der aktuellen Studie lag der Injektionszeitpunkt des Cholecalciferols bzw. des Placebos bei
durchschnittlich 7,1 Tagen vor der tatsachlichen Kalbung. Ursache ist einerseits die aufgrund
des multizentrischen Ansatzes starkere Variabilitdt der Trachtigkeitsdauer. Im Vergleich der
einzelnen Betriebe lag die durchschnittliche Trachtigkeitsdauer bei 280,1 bis 286,3 Tagen. Der
Gesamtdurchschnittswert der Trachtigkeitsdauer Uber alle Betriebe lag mit knapp 283 Tagen
drei Tage hoher als erwartet. Nach ca. der Halfte des Durchflihrungszeitraumes zeigte eine
erste Analyse, dass die Trachtigkeitsdauer der Betriebe deutlich langer als die erwarteten 280
Tage war und durch die Injektion am 275. Tag der Graviditdt das Intervall zwischen
Behandlung und Trachtigkeit deutlich tber den angestrebten flinf Tagen lag. Zu diesem
Zeitpunkt wurde das Zeitfenster, in dem die Injektion der Tiere stattfinden sollte, vom 275. Tag
der Graviditat + zwei Tage auf den 277. Tag der Graviditdt + zwei Tage angehoben. Ein
anderer Grund fur das verlangerte Intervall zwischen Behandlung und Kalbung ist, dass Tiere,
die vor dem berechneten Behandlungszeitfenster gekalbt hatten, aufgrund der fehlenden
Injektion nicht in die Studie mit aufgenommen werden konnten. Tiere, die aber deutlich nach
dem errechneten Kalbetermin gekalbt hatten, blieben in der Statistik enthalten, weshalb sich
der Mittelwert des Intervalls vergrofierte. Aulierdem wurden die Tiere nur einmal behandelt. In
der Studie von Venjakob et al. (2022) erhielten Tiere, die nicht innerhalb von 6 Tagen gekalbt
hatten, eine zweite Cholecalciferolinjektion, welche dann als Grundlage zur Berechnung des
Intervalls zwischen Behandlung und Kalbung genutzt wurde. So verringerte sich das Intervall
bei Tieren, die deutlich nach dem errechneten Kalbetermin kalbten. Dies ist in der aktuellen
Studie aufgrund der einmaligen Behandlung nicht der Fall. Der passende Injektionszeitpunkt
funf bis sechs Tage vor der Abkalbung ist aufgrund der grof3en tier- und betriebsindividuellen

Schwankungen der Trachtigkeitsdauer ein grundlegendes Problem der Cholecalciferol-
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Injektion als Hypocalcamieprophylaxe. Viele Autoren warnen in diesem Zusammenhang vor
maoglichen negativen Effekten auf die Ca-Homdostase, wenn das Intervall zwischen Injektion
und Kalbung tber den empfohlenen sechs Tagen liegt (Wenning und Griinberg 2015, Khol et
al. 2020, Wilkens et al. 2020).

5.1 TMR-Analyse der Trockensteherrationen

Der Grofteil der eingeschlossenen Betriebe (9 von 11) fltterte Uber die gesamte
Trockenstehphase die gleiche Ration (einphasige Trockensteherfitterung). Auf den Betrieben
6 und 10 erhielten die Kiihe ab 21 Tage vor dem errechneten Kalbedatum eine angepasste
Vorbereiterration (zweiphasige Trockensteherfiitterung). Der Groliteil der Betriebe fltterte
eine totale Mischration, lediglich die Betriebe 4 und 8 verfitterten nur Grassilage und Heu an
die Trockensteher. Die héchsten DCAB-Werte (> 200 mEqg/kg TS) hatten die Rationen der
Betriebe 4, 8 und 11. Fir die DCAB der Rationen sind hinsichtlich einer Vorbeugung von
Hypocalcamie v.a. die Gehalte an K* und CI- entscheidend (Goff 2008). Die héchsten K*-
Gehalte (> 20 g/kg TS) fanden sich in den Rationen der Betriebe 3, 8 und 11. Auf den Betrieben
4 und 5 konnten K*-Gehalte von 19,7 bzw. 19,8 g/kg TS festgestellt werden. Die K*-Gehalte
der ubrigen Rationen waren deutlich niedriger (13,6 — 15,6 g/kg TS). Ein hoher K*-Gehalt in
der Ration hat einen alkalisierenden Effekt auf den Organismus und steigert dadurch das
Hypocalcamierisiko von Milchkihen nach der Kalbung (Goff und Horst 1997). CI- wirkt diesem
Effekt durch seine ansauernde Wirkung entgegen (Goff 2014). In den Rationen der Betriebe 6
und 7 lag der CI-Gehalt unter 5,0 g/kg TS und der der Betriebe 8 und 11 Gber 10,0 g/kg TS.
Die CI-Gehalte der Ubrigen Rationen lag zwischen 5,0 und 10,0 g/kg TS. Die Empfehlung fur
den CI-Gehalt einer Trockensteher- bzw. Vorbereiterration liegt bei 5 bis 14 g/kg TS (Goff
2014). Ein CI-Gehalt von 5 g/kg TS sollte nur bei K* armen Rationen gefittert werden, da sonst
die Gefahr besteht, dass die DCAB der Rationen durch den K*-Uberschuss stark positive
Werte erreicht (Goff 2014). Bei zu hohen ClI-Werten (> 14 g/kg TS) besteht laut Goff (2014)
die Gefahr, dass die Trockenmasseaufnahme der Tiere sinkt. Nur Betrieb 8 Uberschreitet mit
15,8 g/kg TS CI diesen Wert. Niedrige K*-Gehalte in der Ration sind mit den gangigen
Grundfuttermitteln meist nur schwer erreichbar (Goff 2014). Nach Kamphues (2014) liegt der
K*-Gehalt einer durchschnittlichen Grassilage bei ca. 25,3 g/kg TS und der einer Maissilage
bei 12,5 g/kg TS. Auf den eingeschlossenen Betrieben wird viel K*-reiche Grassilage in der
Trockensteherfltterung eingesetzt, sodass die meisten Betriebe (9 von 11) die Empfehlung
fur den K*-Gehalt deutlich tGberschreiten. Zwei der drei Betriebe (8 und 11), bei denen der K*-
Wert Uber 20,0 g/kg TS lag, hatten entsprechend hohe DCAB-Werte von tber 200 mEq/kg TS.
Auf dem Betrieb 11 wurde eine sehr grassilagereiche Ration gefittert, sodass die DCAB trotz
Fltterung einer TMR > 200 mEq/kg TS lag. Auf den Betrieben mit einer niedrigeren DCAB (1,
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6, 9 und 10) wurde mehr K*-arme Maissilage in der Trockensteherfltterung eingesetzt, sodass
die DCAB der Rationen 100 mEqg/kg TS nicht Uberstieg.

Goff und Horst (1997) empfehlen fur Trockensteherrationen eine Ca-Gehalt von 8,0 -
10,0 g/kg TS. Nur die Ration eines in die Studie aufgenommenen Betriebes (Betrieb 6) hatte
mit 8,5 g/kg TS einen Ca-Wert, der innerhalb dieser Grenzen lag. Der Ca-Gehalt der Ubrigen
Betriebe lag unter 8,0 g/kg TS (Betriebe 2, 3, 4, 7 und 9) bzw. unter 6 g/kg TS (Betriebe 1, 5,
8, 10 und 11). Altere Arbeiten empfehlen eine Ca-arme Ration fir Trockensteher zur
Prophylaxe von klinischer Hypocalcamie (Boda und Cole 1954, Boda 1956, Beitz et al. 1974).
Um den Ca-Stoffwechsel vor der Kalbung zu aktivieren, sollte jedoch die tagliche Aufnahme
der trockenstehenden Kuh 30 g pro Tag nicht Uberschritten werden. Wie in Abschnitt 2.3.1
erlautert, fuhrt eine deutlich den Bedarf einer trockenstehenden Milchkuh (21 g Cal/Tag
(Martens und Deiner 2016)) Ubersteigende Ca-Aufnahme dazu, dass die Mechanismen der
Ca-Homoostase zur Steigerung des Blut-Ca-Spiegels nicht aktiviert werden (Ramberg et al.
1984, Horst et al. 1994). Legt man eine TS-Aufnahme von 10 kg pro Tag zu Grunde, dirfte
der Ca-Gehalt 3 g/kg TS nicht tibersteigen. Dieser Wert ist mit den gangigen Grundfuttermitteln
nur schwer zu erreichen. Laut Kamphues (2014) enthalt angewelkte Grassilage ca. 7,6 g/kg

TS Ca. Dies Ubersteigt den zur Hypocalcamieprophylaxe empfohlenen Wert deutlich.

5.2 Einfluss der Cholecalciferol-Injektion ante partum
5.2.1 Peripartale Serumdynamik von Calcium, Phosphor und Magnesium

Die mittlere Ca-Konzentration der Behandlungs- und der Kontrollgruppe lag in den
ersten 48 Stunden nach der Kalbung bei < 2,0 mmol/l. Am dritten Tag nach der Abkalbung
erreichte die mittlere Ca-Konzentration in beiden Gruppen ein ahnliches Niveau von ca. 2,09
mmol/l. Diese Beobachtung passt zu der unter Punkt 2.2.1 erlduterten ,Latenzzeit” der
Mechanismen der Ca-Homdstase. Diese bendtigen flr eine effektive Anpassung der Ca-
Konzentration im Blut an den nach der Kalbung sprunghaft angestiegenen Bedarf ca. 48
Stunden, sodass in dieser Zeitspanne nach der Kalbung ein hohes Risiko fiir Hypocalcamie
besteht (Martin-Tereso und Martens 2014, Venjakob et al. 2017). Zudem sinkt die
Futteraufnahme in den letzten beiden Tagen vor der Kalbung und steigt in den ersten drei
Tagen danach wieder deutlich an, sodass um die Kalbung weniger Ca Uber das Futter

aufgenommen wird (Neave et al. 2017).

Wie oben beschrieben fiihrte eine Cholecalciferol-Injektion von 12 Mio. |.E. am 275.
Tag der Graviditat in der Studie von Venjakob et al. (2022) zu signifikant héheren Serum-Ca-
Konzentrationen an Tag 1, 2, 3, 5, 7 und 10 p.p. bei den behandelten pluriparen Milchkihen.
Kihe, die nicht innerhalb von sechs Tagen nach der ersten Injektion gekalbt hatten und dann

eine weitere Injektion von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol erhielten, hatten zu allen Zeitpunkten
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noch héhere Ca-Werte im Serum als die einmalig injizierten Tiere. Es zeigte sich also ein
dosisabhangiger Effekt des Cholecalciferols auf den Serum-Ca-Spiegel. Die behandelten
Kihe erhielten tber zwei bis drei Wochen vor der Kalbung eine anionenreiche Ration mit einer
DCAB von -31 mEqg/kg TS.

In der vorliegenden Studie hatte eine Stichprobe von 95 Tieren, die einmalig sieben
Tage vor der Kalbung mit 10 Mio. I.E. Cholecalciferol intramuskular behandelt wurden, eine
tendenziell héhere Ca-Konzentration nach der Kalbung (P = 0,08). Unter Betrachtung der
Interaktion aus Zeitpunkt der Beprobung und der Behandlung konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede zu den einzelnen Beprobungstagen festgestellt werden, auch wenn
die durchschnittliche Ca-Konzentration einen bzw. zwei Tage nach der Kalbung in der

Behandlungsgruppe numerisch héher lag (P = 0,567).

In dem Betrieb, auf dem die Studie von Venjakob et al. (2022) durchgefiihrt wurde,
wurde ein zweiphasiges Trockensteherfltterungskonzept umgesetzt und den Tieren ab 21
Tagen vor der voraussichtlichen Kalbung eine Vorbereiterration mit negativer DCAB (- 31
mEqg/kg TS) geflttert. Die durch die negative DCAB bei den Tieren vermutlich induzierte
Azidose kdnnte zu einer verbesserten Funktion des PTH-Rezeptors an den Zielgeweben im
Knochen und in der Niere geflihrt haben (Goff 2008). In der Folge wirde die Ca- und Pi-
Freisetzung aus den Knochen gesteigert und in der Niere die 1a-Hydroxylase aktiviert werden
(Goff et al. 1991b). Durch die Injektion des Cholecalciferols sieben Tage vor der Kalbung wird
die Substratmenge der 25-Hydroxylase gesteigert und das Cholecalciferol in der Leber v.a.
substratabhangig zu 250HD3; umgesetzt (Jones 2008). Dieses wird wiederum in der Niere
durch die 1a-Hydroxylase zu 1,25(OH).Ds konvertiert (Fraser und Kodicek 1973). Durch die
gesteigerte Konzentration an 1,25(0OH),Ds; wird der aktive Ca-Transport im Darm aktiviert
(Bronner et al. 1986, Goff 2014). So koénnten durch die Kombination der Fitterung einer
ansauernden Ration und der Verabreichung von Cholecalciferol die Mechanismen der Ca-
Homoostase synergistisch aktiviert worden sein, sodass die Tiere bereits zum kritischen
Zeitpunkt bis 48 Stunden nach der Kalbung ausreichend Ca aus den Knochen freisetzen bzw.
aus dem Darm resorbieren konnten. Diese Hypothese ist ein Erklarungsansatz flir den starken
Einfluss der Injektion von Cholecalciferol auf die Serumdynamik von Ca in der Untersuchung
von Venjakob et al. (2022). In der vorliegenden Studie wurden nur Betriebe, die eine Ration
mit positiver DCAB in der Trockensteher- bzw. Vorbereiterfutterung einsetzten, ausgewahilt,
um einen maoglichen Einfluss einer negativen DCAB auf die in 2022 festgestellten
Auswirkungen der Injektion von Cholecalciferol auf die Milchproduktion und den
Reproduktionstrakt der behandelten Tiere auszuschlieBen. Durch die positive DCAB in der
Trockensteherfutterung wirde dann jedoch der oben erlauterten Hypothese folgend keine

frihzeitige Sensibilisierung der PTH-Rezeptoren in Knochen und Niere erfolgen und die 10-
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Hydroxylase zeitverzogert aktiviert werden. Eine Injektion von Cholecalciferol wirde dann
vermutlich eine Umsetzung zu 250HDs; (substratabhangige Synthese (Jones 2008)) zur Folge
haben, jedoch den 1,25(0OH).Ds-Spiegel nicht ausreichend steigern, um den aktiven Ca-
Transport im Darm zu induzieren. Dies kénnte eine Ursache flr die geringere Wirkung des

Cholecalciferols auf den Ca-Spiegel in der aktuellen Untersuchung sein.

250HDs3 kann jedoch in hohen Dosen auch an den VDR binden und die Transkription
und Translation aktivieren, sodass mehr Ca-Kanale in den Enterozyten synthetisiert und in die
luminale und basolaterale Membran eingebaut werden (Brumbaugh und Haussler 1973,
DeLuca et al. 2011). In einer weiteren Studie, in der die Auswirkungen einer Injektion von 12
bzw. 6 Mio. |.E. Cholecalciferol ca. finf Tage vor der erwarteten Kalbung auf den Serum-Ca-
Spiegel um die Geburt untersucht wurden, war die Konzentration von Ca in den ersten 72
Stunden p.p. in der mit 12 Mio. |.LE. behandelten Gruppe signifikant hdoher als bei der
Kontrollgruppe (Venjakob et al. 2023). Die Konzentration von 1,25(OH).Ds hingegen war an
Tag 2 und 3 nach der Kalbung in der Behandlungsgruppe numerisch niedriger und die
250HDs-Konzentration signifikant héher im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es liegt daher nahe,
dass in dieser Studie die Wirkung der Cholecalciferol-Injektion auf den Serum-Ca-Spiegel
durch 250HD3 und nicht durch 1,25(0OH),D3 vermittelt wurde. In der aktuellen Studie hatten
die Milchkihe der Behandlungsgruppe ahnlich hohe 250HD3s-Konzentrationen in den ersten
drei Tagen nach der Kalbung im Blut wie die mit 12 I.E. Cholecalciferol behandelten Milchkiihe
der 2023 veroffentlichten Studie. Dennoch konnte in der vorliegenden Untersuchung kein

signifikanter Effekt auf die Ca-Konzentration p.p. beobachtet werden.

Der Stichprobenumfang der Blutprobenentnahmen in der vorliegenden Studie wurde
anhand des in der Studie von Venjakob et al. (2022) beobachteten dosisabhangigen Effekts
des Cholecalciferol berechnet. Anhand der oben beschriebenen Hypothese lasst sich
vermuten, dass in dieser Studie die negative DCAB der Vorbereiterration zu einem starkeren
Effekt der Cholecalciferol-Injektion gefiihrt haben kénnte. Dieser resultiert in einem gréReren
Unterschied in den Serum-Konzentrationen von Ca, Mg?* und P; zwischen der Behandlungs-
und der Kontrollgruppe. Mdéglicherweise hat dies in der Berechnung der Stichprobengréf3e in
der aktuellen Studie zu einer Unterschatzung der bendétigten Blutprobenanzahl bei
Einbeziehung von ausschlief3lich Betrieben mit einer positiven DCAB geflhrt, weshalb nur ein

numerischer Effekt der Behandlung auf die Ca-Konzentration zu beobachten war.

Eine andere Ursache dafiir, dass der Effekt der Cholecalciferol-Injektion in der
vorliegenden Studie nicht so ausgepragt war wie in der Untersuchung von Venjakob et al.
(2022), kénnte die eingesetzte geringere Dosis sein. In einer Studie von Sadri et al. (2021)

erhielten zwolf Holstein-Frisian-Milchkiihe am 271. Tag der Trachtigkeit eine intramuskulare
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Injektion von 8 Mio I.E. Cholecalciferol sowie ab 21 Tage vor dem errechneten Kalbedatum
eine anionenreiche Diat mit einer DCAB von -80 mEqg/kg TS. Der Kontrollgruppe wurde nur
die anionenreiche Diat mit negativer DCAB gefittert. Es gab keine signifikanten Unterschiede
in der Serum-Konzentration von Ca, Mg?* und P; zwischen den beiden Gruppen. In der Studie
von Venjakob et al. (2022) konnte bei Injektion von 12 Mio. I.E. Cholecalciferol und
Nachdosierung mit 10 Mio. |.E. Cholecalciferol nach sieben Tagen bei nicht erfolgter Kalbung
ein deutlicher, dosisabhangiger Effekt des Cholecalciferols auf die Konzentrationen von Ca, P;
und Mg?* p.p. beobachtet werden. In der vorliegenden Studie wurde aufgrund der negativen
Auswirkungen des Cholecalciferols in der Studie von Venjakob et al. (2022) die Dosierung auf
10 Mio. I.E. reduziert und auf eine Nachdosierung verzichtet. Diese Dosierung von 10 Mio. I.E.
intramuskular einmalig drei bis sieben Tage vor der erwarteten Kalbung ist international
anerkannt (Constable et al. 2017, Hodnik et al. 2020, Weber et al. 2021). Die geringere Dosis
und der Verzicht auf eine Nachdosierung kénnten dennoch Ursache fiir den geringen Effekt
des Cholecalciferols auf die Serum-Konzentration von Ca in der Behandlungsgruppe gewesen
sein. In Anbetracht der hohen 250HDs-Konzentration der behandelten Kihe in der
vorliegenden Untersuchung, die mit der 250HD3-Konzentration der Behandlungsgruppe aus

der Studie von Venjakob et al. (2023) vergleichbar ist, ist dies jedoch eher unwahrscheinlich.

Zudem wurden die Tiere auf vier verschiedenen Betrieben mit unterschiedlichen
DCAB-Niveaus beprobt. Dadurch wirken deutlich mehr Einflussgréen auf den Serum-Ca-

Spiegel ein als bei einer unizentrischen Studie auf nur einem Betrieb.

In einer groRen Studie mit mehreren Veroffentlichungen aus dem Jahr 2018 wurde der
Einfluss der DCAB und verschiedener Vitamin Ds-Metabolite (Cholecalciferol vs. 250HD3)
hinsichtlich verschiedener Zielvariablen untersucht (Martinez et al. 2018a, 2018b, Rodney et
al. 2018). Die dieser Studie zu Grunde liegende Hypothese war, dass eine Ration mit negativer
DCAB in der Vorbereiterfutterung positive Effekte auf die Ca-Dynamik um die Kalbung hat und
so die Gesundheit der Tiere und ihre Leistung (Milchleistung und Reproduktionsparameter) in
der Folgelaktation verbessert. Durch Zugabe von 250HD3; bzw. Cholecalciferol sollte dieser
Effekt potenziert werden kénnen. Die in die Studie aufgenommenen Milchkiihe wurden in vier
Gruppen aufgeteilt. Zwei Gruppen erhielten ab dem 252. Tag der Trachtigkeit eine Ration mit
negativer DCAB (-130 mEqg/kg TS). Die Ubrigen beiden Gruppen erhielten eine Ration mit
positiver DCAB (+130 mEqg/kgTS). Die zwei Gruppen mit den verschiedenen DCAB-Niveaus
wurden weiterhin in zwei Untergruppen aufgeteilt. Jeweils eine Kohorte aus jeder DCAB-
Gruppe erhielt zusatzlich taglich 3 mg/11kg TS Cholecalciferol oder 3 mg/11kg 250HD3 oral
(Martinez et al. 2018a). Die Tiere, die mit positiver DCAB gefuttert wurden, hatten ein deutlich
héheres Risiko fir eine subklinische Hypocalcamie innerhalb der ersten 48 bis 72 Stunden

nach der Kalbung (Martinez et al. 2018a). In der Gruppe der mit Cholecalciferol
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supplementierten Tiere waren unabhangig von der gefitterten DCAB die Inzidenzen von
Retentio secundinarum und Metritis sowie den Anteil von Tieren mit mehreren Erkrankungen
in der Folgelaktation héher als in den Gruppen, die 250HD; erhielten (Martinez et al. 2018a).
In einer Studie von Taylor et al. (2008) konnte bei Gabe eines oralen Bolus mit 15 mg 250HD3
oder Cholecalciferol 6 Tage vor dem errechneten Kalbedatum kein Effekt auf den Ca-, Pi- und
Mg?*-Gehalt im Serum flnf Tage vor bis 85 Tage nach der Kalbung nachgewiesen werden.
Wilkens et al. (2012) verglichen die Fitterung einer negativen (-168 mEq/kg TS) bzw. positiven
DCAB (144 mEq/kg TS) ab dem 270. Tag der Graviditat jeweils mit Zusatz von 3 mg (20.000
I.LE.) 250HD3 miteinander. In dieser Studie fuhrte die orale Gabe von 250HD3 in Kombination
mit einer positiven DCAB in der Ration im Vergleich mit den anderen Fltterungsgruppen zu
niedrigeren Ca-Werten innerhalb der ersten 12 Stunden p.p.. Im Kontext dieser Studien deutet
auch die vorliegende Studie darauf hin, dass die Kombination einer Cholecalciferolgabe vor
der Kalbung mit der Futterung einer Vorbereiterration mit positiver DCAB im Vergleich mit
Supplementation von Cholecalciferolmetaboliten und Rationen mit negativer DCAB weniger

zur Hypocalcamieprophylaxe um die Kalbung geeignet ist.

Signifikant negativ mit dem Serum-Ca-Spiegel assoziiert war die Laktationsnummer
der Tiere. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien berein (Curtis et
al. 1983, Reinhardt et al. 2011, Venjakob et al. 2017). Mégliche Ursachen dafiir wurden bereits
unter Punkt 2.2.2 diskutiert. In einer Studie von Weber et al. (2021) erhielten 15
trockenstehende Milchkihe in der 5. Laktation oder dartiber, die mit einer Vorbereiterration mit
einer DCAB von ca. 0 mEq/kg TS gefuttert wurden, sieben Tage vor der errechneten Kalbung
eine Injektion von 10 Mio. I.E. Cholecalciferol. Nach der Kalbung erhielten alle Tiere 30 min
p.p. oral einen Ca-Bolus und Uber 24 Stunden hinweg wurde alle zwei Stunden eine Blutprobe
entnommen und auf den Ca-Gehalt untersucht. Die behandelten Milchkiihe hatten Uber die
gesamten 24 Stunden hinweg durchschnittlich Ca-Werte > 2 mmol/l und damit signifikant
héhere Ca-Werte als die Kontrolltiere. Diese Werte zeigen, dass eine Cholecalciferol-Injektion
sieben Tage vor der errechneten Kalbung einen deutlichen Effekt auf den Ca-Gehaltim Serum
bei Milchkiihen in héheren Laktationen, die dadurch starker flr Hypocalcamie pradisponiert
sind, hat. In Kombination mit der Futterung einer anionenreichen Ration hatte die
Cholecalciferol-Injektion vor der Kalbung einen ahnlichen, positiven Effekt auf den Serum-Ca-
Gehalt nach der Kalbung (Venjakob et al. 2022). Bei Flitterung einer Ration mit positiver DCAB
konnte in der vorliegenden Untersuchung nur ein moderater Effekt auf die Serum-Ca-
Konzentration in den ersten drei Tagen p.p. festgestellt werden, da mdglicherweise die
StichprobengréRe zu gering war. Die Ergebnisse der 0.g. Studie von Weber et al. (2021) geben

jedoch einen Hinweis darauf, dass vor allem Milchkihe in hdheren Laktationen auch bei
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Futterung einer nicht negativen DCAB von dem stabilisierenden Effekt der Cholecalciferol-

Injektion auf die Serum-Ca-Konzentration p.p. profitieren kénnten.

Bei der Analyse der Pi- Konzentrationen im Serum konnten an Tag 1, 2 und 3 p.p. bei
den Tieren der Behandlungsgruppe signifikant héhere P-Werte nachgewiesen werden. Auch
in der Studie von Venjakob et al. (2022) hatten die Tiere der Behandlungsgruppen zu allen
Zeitpunkten signifikant héhere Pi-Werte im Blut. Die Serum-Pi-Dynamik ahnelte dem Verlauf
der Serum-Ca-Konzentration. Dies ist auf die eng aneinander gekoppelten
Regulationsmechanismen der Ca- und Pi- Homdostase zurlickzuflihren. Auch hier war die
Steigerung des Pi-Spiegels im Serum der Behandlungsgruppe deutlich geringer als in der
Vergleichsstudie von Venjakob et al. (2022). Hierfur kénnten die gleichen Ursachen wie oben
beschrieben verantwortlich sein. Die P; -Konzentration war ebenso wie die Ca-Konzentration
signifikant negativ mit der Laktationsnummer assoziiert. Auch hier kommen ahnliche

Erklarungen wie in Bezug auf Ca-Konzentration in Betracht.

Die Serum-Mg?*-Konzentration war in der Behandlungsgruppe zu allen Zeitpunkten
nach der Kalbung signifikant niedriger als in der Kontroligruppe. Dies entspricht den
Ergebnissen der Studie von Venjakob et al. (2022). Bei hypocalcamischen Milchkihen gibt es
nachweislich eine negative Assoziation zwischen den Ca- und Mg?*-Werten im Blut (Venjakob
et al. 2017). Mg?* ist fir die Funktion des PTH-Rezeptors und damit fiir die Ca-Homoostase
entscheidend (Goff 2008). Parathormon steigert die Reabsorption von Mg?* aus dem Urin,
sodass die Mg?*-Konzentration im Blut steigt (Goff 2008). Die Autoren schlossen aus den
Ergebnissen der Studie von Venjakob et al. (2022), dass die Behandlung mit Cholecalciferol
in diesem Fall zu deutlich héheren Serum-Ca-Werten fihrte, wodurch die PTH-Konzentration
maoglicherweise gesunken ist. Dies konnte zu einer geringeren Mg?*-Reabsorption aus dem
Urin und folglich zu den geringeren Serum-Mg?*-Konzentrationen gefiihrt haben (Venjakob et
al. 2022). Diese Hypothese kann durch die aktuellen Ergebnisse jedoch nicht gestitzt werden.
In der vorliegenden Untersuchung waren die Auswirkungen der Cholecalciferol-Injektion auf
die Ca- und Pi-Werte in der Behandlungsgruppe deutlich geringer ausgepragt und auch der
Effekt auf die Serum-Mg?*-Konzentration ist schwacher. Ursache dafiir konnte auch hier die

Stichprobengrofie und die positive DCAB in der Ration der Trockensteher sein.

5.2.2 Totgeburtenrate, Kalbeverlauf, Inzidenz klinischer Hypocalcamie

Die Auswertung der Totgeburtenrate und des Kalbeverlaufs ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Behandlungs- und der Kontroligruppe. Der Anteil der Tiere, bei
denen in den Geburtsverlauf eingegriffen werden musste, war in beiden Gruppen ahnlich
(Behandlungsgruppe: 15,7%; Kontrollgruppe: 16,2%). Der numerische Anteil der Totgeburten
betrug in der Behandlungsgruppe 9 von 230 Tieren (3,9%) und in der Kontrollgruppe 3 von
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216 Tieren (1,4%). Es gibt somit Hinweise fur ein hdheres Risiko flr Totgeburten in der
Behandlungsgruppe (P = 0,10). Bei diesem Ergebnis kénnte es sich um einen Zufallsbefund
handeln, es passt jedoch auch zu den Ergebnissen aus den zurlickliegenden Arbeiten aus der
Arbeitsgruppe um Venjakob et al., 2022 und 2023. In diesen Studien traten bei héheren
Dosierungen von Cholecalciferol eine verkiirzte Trachtigkeitsdauer und hdhere Inzidenzen von
Retentio secundinarum und Metritis in der Behandlungsgruppe auf. Auch in der Cross-over-
Studie von Martinez et al. (2018a), in der die untersuchten Milchkiihe a.p. entweder eine Ration
mit positiver oder negativer DCAB und zusatzlich Cholecalciferol bzw. 250HD3 erhielten,
waren in den Gruppen der mit Cholecalciferol gefiitterten Kiihe unabhangig von der gefitterten
DCAB-Ration die Inzidenzen von Retentio secundinarum und Metritis héher als in den

Gruppen, denen 250HD; gefittert wurde.

Es gab keinen Unterschied in der Inzidenz klinischer Hypocalcamie zwischen
Behandlungs- und Kontrollgruppe (P = 0,33). Dieses Ergebnis spiegelt die geringen
Auswirkungen der Cholecalciferol-Injektion auf die Serum-Ca-Konzentration der
Behandlungsgruppe wider. Aufgrund des wenig ausgepragten Effektes waren auch keine
deutlichen Unterschiede zwischen den Gruppen in der Inzidenz klinischer Hypocalcamie zu
erwarten. Der Anteil von Tieren mit klinischer Hypocalcamie betrug in der Behandlungsgruppe
12,7% und in der Kontrollgruppe 9,7%. In beiden Gruppen ubersteigt der Anteil der Tiere mit
klinischer Hypocalcamie die Empfehlung von < 3% deutlich (Staufenbiel 2023). Auf den
teilnehmenden Betrieben wurden in der Trockenstehperiode vor allem Grassilage-betonte
Rationen mit deutlich positiver DCAB gefiittert. Eine kaliumreiche Ernahrung der Tiere bedingt
meist eine metabolische Alkalose, die der Freisetzung von Ca nach der Kalbung entgegenwirkt
(Constable 2014). Dies ist vermutlich der Grund fir den hohen Anteil von Tieren mit klinischer

Hypocalcamie in der vorliegenden Studie.

Ursache fir den eingeschrankten Zeitrahmen fiir eine wirksame Cholecalciferol-
Injektion ist ein in mehreren Studien aufgetretener ,Rebound-Effekt* des Serum-Ca-Spiegels.
Bereits Littledike und Goff (1980) beobachteten bei intramuskularer Injektion geringer
Dosierungen (500.000 - 1 Mio. |.E.) Cholecalciferol eine héhere Inzidenz von Hypocalcamie
als in der Kontroligruppe. Die Autoren schlussfolgerten, dass die durch die Zufuhr von
exogenem Cholecalciferol gestiegenen Konzentrationen von 250HD3; und 1,25(OH)2Ds zu
einem gesenkten PTH-Spiegel im Blut fihrten und so die endogene 1,25(0OH).D3-Produktion
durch die 1a-Hydroxylase in der Niere gehemmt wurde. Nach Ausscheidung des exogenen
Cholecalciferols und dessen Metaboliten konnte die Ca-Homoostase aufgrund des fehlenden
endogenen 1,25(0OH);Ds nicht mehr aufrechterhalten werden und die Tiere wurden
hypocalcamisch. Auch héhere Dosen exogenen Cholecalciferols hemmen aufgrund dieses

negativen Feedback-Mechanismus die PTH-Sekretion und damit indirekt auch die Produktion
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des endogenen 1,25(0H).Ds (Littledike und Goff 1980, Hodnik et al. 2020). Nach Abbau des
exogenen 1,25(0OH);Ds muss die endogene Produktion zunachst wieder verstarkt werden. Es
entsteht eine Licke, in der nicht gentigend 1,25(OH)2Ds vorhanden ist, die zu Hypocalcamie
pradisponiert (Littledike und Goff 1980, Wenning und Griinberg 2015, Hodnik et al. 2020).
Auch in anderen Studien hatten Tiere, die vor der Kalbung oral oder parenteral Cholecalciferol
erhielten, um die Kalbung hohere Ca-Werte im Serum und eine geringere
Hypocalcamieinzidenz als die Kontrollgruppe, in den darauffolgenden Tagen jedoch niedrigere
Ca-Konzentrationen und damit einhergehend ein héheres Risiko fur Hypocalcamie (Hove und
Kristiansen 1984, Vieira-Neto et al. 2017).

In alteren Studien aus den 1970er Jahren konnte gezeigt werden, dass 1,25(0OH).Ds
bei intramuskularer Injektion vor der Kalbung die Inzidenz von klinischer Hypocalcamie in der
Behandlungsgruppe deutlich senken kann (Julien et al. 1977, Gast et al. 1979). Bei Injektion
von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol sieben Tage vor der errechneten Kalbung sank die Inzidenz
klinischer Hypocalcamie bei Tieren, die bereits in der Vorlaktation eine klinische Hypocalcamie
entwickelt hatten, auf 37,8% im Vergleich zu 60% in der Kontrollgruppe (Julien et al. 1977).
Bei Gabe von 4 mg 1,25(0OH).Ds ab funf Tagen vor der erwarteten Kalbung und Reinjektion
alle funf Tage bei nicht erfolgter Abkalbung zeigten zwei von sechs Tieren in der
Kontrollgruppe Anzeichen einer klinischen Hypocalcamie, in der Behandlungsgruppe traten
keine Symptome auf (Gast et al. 1979). Diese deutlichen Effekte sind vermutlich v.a. den
hohen Inzidenzen von klinischer Hypocalcdmie in dieser Zeit geschuldet. Durch die
Optimierung der Futterung mittels anderer Strategien zur Hypocalcamieprophylaxe ist die
Inzidenz von klinischer Hypocalcamie weitgehend gesenkt worden. In einer aktuelleren Studie
wurde der Einfluss einer subkutanen Injektion von 300 ug 1,25(OH)2Ds innerhalb der ersten
sechs Stunden nach der Kalbung u.a. auf die Konzentration von Ca untersucht (Vieira-Neto et
al. 2017). Die Plasma-Konzentration von ionisiertem Ca der mit 1,25(0OH),Ds behandelten
Tiere war innerhalb der ersten drei Tage nach der Kalbung im Vergleich mit der Kontrollgruppe
erhoht.

5.2.3 Retentio secundinarum und Metritis flinf bis zehn Tage post partum

Um die Gebarmuttergesundheit nach der Abkalbung zu untersuchen, wurde die
Inzidenz von Retentio secundinarum erfasst und mittels Metricheck flnf bis zehn Tage nach
der Kalbung der Vaginalschleim nach Urton et al. (2005) beurteilt, um Tiere mit Metritis zu
detektieren. In der Behandlungsgruppe war die Inzidenz von Retentio secundinarum
signifikant héher als in der Kontrollgruppe (P = 0,02). Die Metritis Scores waren in beiden
Gruppen sehr ahnlich verteilt und wurde nicht durch die Behandlung mit Cholecalciferol

beeinflusst (P = 0,67). Der Anteil der Tiere mit Score 4, der nach der Definition von Urton et
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al. (2005) Tiere mit Metritis identifiziert, war in der Behandlungsgruppe (2,9%) jedoch

prozentual hdher als in der Kontrollgruppe (1,7%).

Hypocalcamie ist ein wichtiger Pradispositionsfaktor flr Folgeerkrankungen wie etwa
Stérungen des Reproduktionstraktes (Rodriguez et al. 2017, Rodney et al. 2018). Die
Kontraktilitat des Myometriums der Gebarmutter ist abhangig von Ca (Al-Eknah und Noakes
1989, Wray et al. 2003). Bei Hypocalcamie kann dies zu einem hoéheren Risiko fur Dystokien
und Uterusprolaps fuhren (Correa et al. 1992, Martinez et al. 2012, Caixeta et al. 2017, Wilhelm
et al. 2017). Auch flr die Aktivierung und Migration von neutrophilen Granulozyten wird Ca
bendtigt (Clemens und Lowell 2015). In einer anderen Studie wurde das Risiko, eine
puerperale Metritis zu entwickeln, bei normo- und hypocalcamischen (< 8,59 mg/dL)
Milchkihen mit initial hohem oder niedrigem Risiko fiir das Auftreten von Metritis verglichen
(Martinez et al. 2012). Bei den hypocalcamischen Tiere zeigte sich eine reduzierte
Immunfunktion in Form einer verringerten Konzentration an Neutrophilen im Blut und einer
geringeren Anzahl an Neutrophilen, die phagozytierten oder reaktive Sauerstoffverbindungen
freisetzten (Martinez et al. 2012). Tiere, bei denen vor Aufnahme in die Studie bereits einmal
eine Dystokie, Totgeburt, Zwillinge, Retentio secundinarum oder eine Kombination dieser
Faktoren aufgetreten war, wurden als Tiere mit einem hohen Risiko flir eine puerperale Metritis
eingestuft. In beiden Kohorten (hohes bzw. niedriges initiales Risiko fur Metritis) traten bei den
hypocalcamischen Tieren deutlich héhere Inzidenzen von puerperaler Metritis auf als bei den
normocalcamischen Tieren (Martinez et al. 2012). In einer anderen Studie, in der untersucht
wurde, inwiefern die Serum-Ca-Konzentration an Tag 0, 1 und 3 p.p. mit dem Risiko flr eine
akute puerperale Metritis assoziiert ist, hatten pluripare Milchkiihe mit einer Serum-
Konzentration von 2,5 mmol/l ein um 66% geringeres Risiko, eine akute puerperale Metritis zu
entwickeln als hypocalcamische pluripare Tiere mit einem Serum-Ca-Spiegel von 1,5 mmol/I
(Venjakob et al. 2019).

In den Metaanalysen von Lean et al. (2019) und Santos et al. (2019) sank bei Fltterung
einer negativen DCAB zur Hypocalcamieprophylaxe neben dem Risiko fiir Kklinische
Hypocalcamie auch das Risiko fur Metritis und Retentio secundinarum um 56% bzw. 41%. Da
in der hier vorliegenden Studie keine deutlichen Effekte auf die Serum-Ca-Konzentration und
die Inzidenz klinischer Hypocalcamie gefunden werden konnten, war auch eine Beeinflussung
der Trachtigkeitsdauer und des Reproduktionstraktes p.p. durch die Cholecalciferol-Injektion
unwahrscheinlich. Tatsachlich konnten keine Auswirkungen der Behandlung auf die Inzidenz
von Metritis sowie die Gustzeit und Milchleistung in der Folgelaktation nachgewiesen werden.
Es zeigte sich in der Behandlungsgruppe lediglich eine signifikant héhere Inzidenz von
Retentio secundinarum. Da es aullerdem auch eine Tendenz zu einer signifikant hdheren

Totgeburtenrate (P = 0,100) in der Behandlungsgruppe gab, liegt es nahe, dass dies eine
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Ursache fiir die hohere Inzidenz von Retentio secundinarum bei den behandelten Tieren sein

kdnnte.

Venjakob et al. (2022) konnten in ihrer ahnlich aufgebauten Studie trotz positiver
Effekte auf die Serum-Ca-Konzentration durch die Cholecalciferol-Injektion negative
Auswirkungen auf den Reproduktionstrakt nachweisen. Bei den einmalig mit Cholecalciferol
behandelten Tieren war das Risiko fur Metritis 2,35-fach, bei Tieren, die zwei
Cholecalciferolinjektionen erhielten, 1,89-fach héher als in der Kontrollgruppe (Venjakob et al.
2022). Das Risiko flr eine Retentio secundinarum war in der Gruppe der einmalig behandelten
Tiere 4,15-fach hoher als in der Kontrollgruppe, wahrend die zweifach behandelten Kiihe im
Vergleich zu der Kontrollgruppe kein erhoéhtes Risiko fiir Retentio secundinarum hatten
(Venjakob et al. 2022). Zudem war der Haptoglobinwert - ein unspezifischer
Entziindungsparameter - bei Tieren, die einmal behandelt wurden, an Tag finf p.p. signifikant
hoher als in der Kontrollgruppe und die Trachtigkeitsdauer war in der Gruppe der einmalig mit
Cholecalciferol behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe verkirzt (einmalig
behandelt: 278,4; zweimal behandelt: 284,7; Kontrolle 281,3 Tage) (Venjakob et al. 2022).
Aufgrund der Reinjektion bei nicht erfolgter Kalbung innerhalb von 6 Tagen sind in dieser
Studie Trachtigkeitsdauer und Behandlungszeitpunkt nicht unabhangig voneinander. In einer
weiteren Untersuchung der gleichen Arbeitsgruppe wurden eine einmalige Injektion von 12
Mio. I.LE. und 6 Mio. |.E. Cholecalciferol am 275. Tag der Trachtigkeit auf dem gleichen Betrieb
miteinander verglichen (Venjakob et al. 2023). Auch hier konnte in der mit 12 Mio. |.E.
Cholecalciferol behandelten Gruppe eine verkulrzte Trachtigkeitsdauer im Vergleich mit der
Kontrollgruppe und der mit 6 Mio. |.E. behandelten Gruppe beobachtet werden (12 Mio. |.E.
Cholecalciferol: 278,5; 6 Mio. I.E. Cholecalciferol: 280,9; Kontrolle: 281,4 Tage). Auch in dieser
Studie konnte im Vergleich mit den anderen Gruppen in der mit 12 Mio. I.E. behandelten
Gruppe ein erhohtes Risiko fur Retentio secundinarum und Metritis sowie eine geringere
Milchmenge in den ersten finf Milchleistungsprifungen nachgewiesen werden. Da eine
verkurzte Trachtigkeitsdauer mit einem erhdhten Risiko fiir Retentio secundinarum und Metritis
assoziiert ist, ist es wahrscheinlich, dass diese der Grund flr das erhohte Risiko fur Retentio

secundinarum und Metritis in dieser Studie ist (Vieira-Neto et al. 2017).

Die Autoren vermuten weiterhin, dass die Auswirkungen auf den Reproduktionstrakt
auch durch eine mogliche lokale Hypersensitivitatsreaktion der behandelten Tiere auf das
Medikament bedingt sein kdnnte (Venjakob et al. 2022). Dadurch lieRe sich jedoch nicht
erklaren, warum der Haptoglobinwert erst an Tag funf erhéht war und in der zweifach
behandelten Gruppe unverandert blieb. Als Ursache fir die beobachteten negativen Effekte
auf den Reproduktionstrakt kommen auch toxische Effekte der Cholecalciferol-Metabolite in

Betracht. In einer Studie von Levene und Lawson (1977) konnten bei hohen Konzentrationen

70



von 250HDs in vitro toxische Effekte auf die Adhasionsfahigkeit von aus einer Schweineaorta
extrahierten Endothelzellen und Mause-Fibroblasten beobachtet werden. In Studien zur
Toxizitat von Cholecalciferol beim Rind war die toxische Wirkung jedoch vor allem durch die
von hohen Cholecalciferol-Konzentrationen hervorgerufene Hypercalcamie bedingt (Capen et
al. 1966). Eine Hypercalcamie konnte in der Studie von Venjakob et al. (2022) jedoch nicht

beobachtet werden.

Eine Ursache fiir die verkurzte Trachtigkeitsdauer kdnnte laut den Autoren der Studie
von Venjakob et al. (2023) eine mdgliche Interaktion des Steroid- und
Cholecalciferolmetabolismus sein. Die Autoren nahmen an, dass es in Folge der
Cholecalciferol-Injektion zu einer Aktivierung der Ostradiol-Synthese und des Progesteron-
Abbaus sowie zu einer Hemmung der Progesteron-Synthese gekommen sein kénnte. Der
daraus resultierende Progesteronabfall kénnte zu einem vorzeitigen Beginn der Kalbung
geflhrt haben (Venjakob et al. 2023). Aus diesem Grund wurde in der aktuellen Untersuchung

ein Teil der gewonnenen Blutproben auf den Gehalt an Progesteron und Ostradiol untersucht.

5.2.4 Progesteron- und Ostradiol-Werte vor der Kalbung

Die Auswertung der Untersuchung der Blutproben einer Teilstichprobe von 38 Tieren,
die zwei Tage nach der Behandlung mit Cholecalciferol bzw. Natriumchlorid entnommen
wurden, ergab keinen Effekt der Behandlung auf die Progesteron- bzw. Ostradiol-
Konzentration im Serum. Grund fiir die Analyse der Blutproben auf ihre Ostradiol- und
Progesteron-Konzentrationen ist die oben beschriebene Hypothese der Autoren von Venjakob
et al. (2023), dass das Cholecalciferol oder dessen Metabolite durch Interaktion mit dem
Steroidhormonmetabolismus zu einer verkiirzten Trachtigkeitsdauer und in der Folge zu einem
erhdhten Risiko fir Retentio secundinarum und Metritis geflihrt haben kénnten. Die Autoren
spekulierten, dass die Injektion von 12 Mio. |.E. Cholecalciferol am 275. Tag der Trachtigkeit
zu einer gesteigerten RNA-Expression des Enzyms Cytochrom P450 Subtyp 17A1 (CYP17A1)
und einer verminderten Expression des Enzyms Cytochrom P450 Subtyp 11A1 (CYP11A1)
gefiihrt haben kénnte. CYP17A1 metabolisiert in der Placenta Progesteron zu Ostradiol und
CYP11A1 produziert Pregnenolon, ein Vorgangermolekll von Progesteron (Kindahl et al.
2004, Schuler et al. 2018). In Folge der Aktivierung von CYP17A1 und Hemmung von
CYP11A1 kénnte es zu einem Anstieg der Ostradiol- und einem Abfall der Progesteron-
Konzentration gekommen sein, durch den die Kalbung vorzeitig initilert worden sein konnte
(Venjakob et al. 2023). In der vorliegenden an die Studien von Venjakob et al., 2022 und 2023
angelehnten Studie konnte kein Effekt der Cholecalciferol-Injektion auf die Trachtigkeitsdauer
nachgewiesen werden. Auch die Konzentration von Ostradiol und Progesteron im Serum der
behandelten Tiere wurde nicht durch die Behandlung beeinflusst. Ursachlich dafiir kénnte die

eingesetzte geringere Dosis von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol sein, die moglicherweise nicht zu
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einer ausreichenden Aktivierung des Steroidstoffwechsels geflihrt hat. Aul’erdem ist die
Stichprobe der beprobten Tiere relativ klein und es wurde kein Basalwert vor der Behandlung
der Tiere bestimmt. Weiterhin sind die Konzentrationen von Progesteron und Ostradiol
vorrangig vom Zeitpunkt der Kalbung abhangig. Innerhalb der letzten 48 Stunden vor der
Kalbung kommt es zu einem deutlichen Abfall von Progesteron und einem Anstieg von
Ostradiol (Edqvist et al. 1978, Hiew et al. 2020). In der vorliegenden Studie hatten Tiere, die
innerhalb von drei oder vier Tagen nach der Behandlung also innerhalb von 48 Stunden nach
der Blutprobenentnahme gekalbt hatten, niedrigere Progesteron- und héhere Ostradiol-Werte,
als Tiere, die spater nach der Blutprobenentnahme kalbten. Diese Dynamik des Ostradiol-
bzw. Progesteron-Gehalts um die Kalbung im Blut der Tiere kdnnte mit dem moglichen Effekt
der Cholecalciferol-Injektion interferiert haben. Die Progesteron-Konzentration im Blut der
Versuchstiere wurde aulRerdem durch den Betrieb, auf dem die Tiere gehalten wurden,
beeinflusst. Die StichprobengréRe auf den einzelnen Betrieben war sehr uneinheitlich (Betrieb
6: 17 Tiere, Betrieb 8: 7 Tiere, Betrieb 9: 4 Tiere, Betrieb 1: 3 Tiere). Auch das Intervall
zwischen der Blutprobenentnahme und der Kalbung war sehr variabel. Beide Faktoren
koénnten als Ursache flir den gefundenen Betriebseffekt in Frage kommen. Auch die Fltterung
konnte einen Einfluss auf den Progesteronspiegel der Tiere gehabt haben. In einer Studie von
Hutchinson et al. (2012) wurden Milchkihe ab ca. 38 Tagen in Laktation tber 70 Tage mit
einer Ration, die als Fettkomponente Palmitinsdure (gesattigte Fettsaure), konjugierte
Linolensaure (zweifach ungesattigte Fettsaure) oder mehrfach ungesattigte Q-3-Fettauren
enthielten, geflittert. Die Tiere, die Palmitinsdure oder konjugierte Linolensaure erhielten,
hatten héhere Progesteron-Werte im Blut als die, die mit den mehrfach ungesattigten Q-3-
Fettauren versorgt wurden. In dieser Studie wurden die Rationen der Betriebe nicht auf die
Gehalte der genannten Fettsduren oder den Gehalt an gesattigten und ungesattigten
Fettsduren untersucht, sodass eine Beeinflussung des Progesteron-Gehalts durch die
Fltterung nicht ausgeschlossen werden kann und diese daher als mdgliche Ursache fir den
Betriebseffekt in Frage kommt. Die Ostradiol-Konzentration war mit der Laktationsnummer der
Tiere assoziiert. Tiere in der dritten und vierten Laktation hatten tendenziell hohere Ostradiol-
Werte als Tiere in der zweiten Laktation. Mdgliche Einflussfaktoren kdnnten hier ebenfalls das
Intervall zwischen Blutprobenentnahme und Kalbung sowie die uneinheitliche Verteilung der

Stichprobengrée auf den Betrieben sein.

5.2.5 Serumdynamik der Cholecalciferolmetaboliten

Die Auswertung der Ergebnisse der Analyse der Gehalte von Cholecalciferol, 250HD3
und 24,25(0OH).D3 im Serum einer Stichprobe von 30 Tieren ergab einen hochsignifikanten
Effekt (P < 0,01) der Behandlung, des Zeitpunktes der Beprobung und der Interaktion aus

Behandlung und Zeitpunkt der Beprobung bei allen drei Parametern.
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Die Konzentration von Cholecalciferol im Serum der mit 10 Mio. |.LE. behandelten
Milchkiihe war zwei Tage nach der Injektion und damit durchschnittlich finf Tage vor der
Kalbung in der Behandlungsgruppe etwa um den Faktor 100 héher als in der Kontrollgruppe.
Die Injektion des Cholecalciferols filhrte somit zu einer massiven Steigerung der
Cholecalciferol-Konzentration im Blut. In den drei Tagen nach der Kalbung sank die
Cholecalciferol-Konzentration in der Behandlungsgruppe von 136 ng/ml an Tag 1 p.p. Uber
95,3 ng/mlan Tag 2 p.p. auf 71,9 ng/ml an Tag 3 p.p., wahrend die Werte in der Kontrollgruppe
in diesem Zeitraum auf einem niedrigen Niveau von 4,7 bis 6,0 ng/ml lagen. Das entspricht in
den drei Tagen nach der Kalbung noch immer einem etwa 60-fachen Anstieg der

Cholecalciferol-Konzentration in der Behandlungsgruppe.

In der Studie von Venjakob et al. (2023) lag die Konzentration von Cholecalciferol in
den ersten drei Tagen p.p. in der Gruppe der mit 12 Mio. I.E. behandelten Kiihen mit etwa 400,
280 und 250 ng/ml und auch in der Gruppe der mit 6 Mio |.E. behandelten Tiere mit ca. 290,
190 und 110 ng/ml deutlich héher als in der vorliegenden Untersuchung. Eine Ursache hierfir
koénnte das durchschnittliche Intervall von Injektion bis zur Abkalbung sein, welches in der 2023
veroffentlichten Studie durchschnittlich nur 3,5 Tage in der Gruppe der mit 12 Mio. L.E.
behandelten und 6,1 Tage in der mit 6 Mio. |I.E. behandelten Kihe betrug, wahrend in der
vorliegenden Studie die Tiere erst durchschnittlich 7,1 Tage nach der Injektion abkalbten. So
wurde in der aktuellen Untersuchung moglicherweise bereits ein Grol3teil des Cholecalciferols

verstoffwechselt.

In der Studie von Rodney et al. (2018) lag nach oraler Gabe von 3 mg/11 kg TS
Cholecalciferol ab dem 255. Tag der Graviditat die Cholecalciferol-Konzentration vor der
Kalbung bei 17 ng/ml in der Gruppe der mit positiver DCAB gefiitterten Tiere bzw. bei 12 ng/ml
in der mit negativer DCAB gefltterten Kihe. Im Vergleich dazu lag die Cholecalciferol-
Konzentration in den anderen beiden Gruppen, denen kein Cholecalciferol sondern 250HD;
geflttert wurde, bei ca. 2 ng/ml. In den beiden Gruppen, die Cholecalciferol oral erhielten, fiel
der Cholecalciferol-Wert im Blut danach gleichmafig innerhalb der ersten sechs Tage nach
der Kalbung auf ca. 4 ng/ml ab und erreichte so innerhalb weniger Tage ein mit der
Kontrollgruppe vergleichbares Niveau (Rodney et al. 2018). Die Autoren vermuteten, dass die
signifikant niedrigere Cholecalciferol-Konzentration im Serum der mit negativer DCAB
gefutterten Tiere vor der Kalbung teilweise durch die geringere Trockenmasseaufnahme in
dieser Gruppe zusammenhing. Allerdings wirden die Ergebnisse zeigen, dass dies nicht der
alleinige Faktor der erhdhten Cholecalciferol-Konzentration bei den Tieren mit positiver DCAB
sei. Die Daten ergeben einen Hinweis darauf, dass die durch die negative DCAB induzierte

Azidose die Absorption oder den Metabolismus des Cholecalciferols beeinflusst haben kdnnte.
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Die Umsetzung von Cholecalciferol zu 250HD; erfolgt durch das Enzym CYP27A1 (25-
Hydroxylase) und ist v.a. durch die Substratverfligbarkeit reguliert (Jones 2008). Eine hohe
Substratkonzentration, in diesem Fall hohe Konzentration von Cholecalciferol, fiihrt
entsprechend zu einer vermehrten Produktion von 250HDs. In der vorliegenden Untersuchung
lag die Konzentration von 250HD3; an Tag flnf vor der Kalbung in der Behandlungsgruppe bei
152,1 ng/ml und in der Kontrollgruppe bei 50,6 ng/ml. Die zu diesem Zeitpunkt etwa 100-fach
héhere Cholecalciferol-Konzentration in der Behandlungsgruppe flihrte also zu einem etwa
dreifachen Anstieg der 250HD3-Konzentration im Blut der Milchkihe. Auch in der Studie von
Venjakob et al. (2023) flhrte eine hohe Cholecalciferol-Konzentration abhangig von der Dosis
bei den mit 12 Mio. bzw. 6 Mio. I.E. Cholecalciferol behandelten Milchkiihen zu bis zu achtfach
héheren 250HDs-Werten im Vergleich mit der Kontrollgruppe. In der Untersuchung von
Rodney et al. (2018) lag die 250HD3-Konzentration in den Gruppen, deren Ration 3 mg/11 kg
TS Cholecalciferol enthielt, bei ca. 55 ng/ml und damit nur margnial héher als die Werte der
Kontrollgruppe. Die Steigerung der Serum-Cholecalciferol-Konzentration durch die orale
Cholecalciferolsupplementation bei Rodney et al. (2018) auf maximal 17 bzw. 12 ng/ml reichte

also nicht aus, die 250HDs-Konzentration deutlich zu steigern.

In einer Studie von Sadri et al. (2021), in der den untersuchten Milchkiihen ab 21 Tage
vor der Kalbung eine Ration mit negativer DCAB (- 81 mEqg/kg TS) gefuttert wurde und die
Tiere der Behandlungsgruppe zwei bis acht Tage vor der erwarteten Kalbung eine
intramuskulare Injektion mit 8 Mio. I.E. Cholecalciferol erhielten, stieg die 250HDs-
Konzentration der behandelten Tiere ab Tag 2 nach der Injektion im Vergleich mit der
Kontrollgruppe signifikant an. Die Autoren flihrten den um einen Tag verzogerten Anstieg der
250HD-Konzentration auf das Lésungsmittel des von lhnen verwendeten Praparates zurlck.
Lipophile Lésungsmittel verzégern die Resorption des Cholecalciferols von der Injektionsstelle
(Yamagishi et al. 2000).

Nach der Kalbung erreichte in der aktuellen Untersuchung die 250HDs-Konzentration
der mit 10 Mio. I.E. Cholecalciferol behandelten Tiere Werte um 200 ng/ml und blieb zu allen
drei Zeitpunkten p.p. auf diesem Niveau, wahrend die Cholecalciferol-Konzentration von 131,8
ng/ml an Tag 1 p.p. Uber 91,7 ng/ml auf 67,7 ng/ml abfiel. Das Plateau der 250HD:s-
Konzentration nach der Kalbung erklart sich méglicherweise dadurch, dass sich zu diesen
Zeitpunkten die Synthese und der Abbau von 250HD3 bzw. die Umwandlung in 1,25(OH).Ds
die Waage halten.

Im nachsten Schritt wird 250HDs; in der Niere durch die 1a-Hydroxylase zu
1,25(0OH)2D3 metabolisiert (Fraser und Kodicek 1973). Dieser Schritt wird streng reguliert und
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ist abhangig von der Konzentration von Ca, PTH, Pi und aufgrund eines negativen
Feedbackmechanismus auch von 1,25(OH).D3 (Christakos et al. 2019).

In der vorliegenden Untersuchung hatten die sieben Tage vor der Kalbung mit
Cholecalciferol behandelten Milchkiihe zwei Tage nach der Injektion einen signifikant hdheren
1,25(0OH)2D3-Gehalt im Serum als die Tiere der Kontrollgruppe (Behandlungsgruppe: 89,2
pg/ml, Kontrollgruppe: 34,9 pg/ml). In den drei Tagen nach der Kalbung stieg die 1,25(0OH),Ds-
Konzentration in beiden Gruppen bis Tag zwei p.p. an und fiel dann wieder leicht ab. Dieser
Anstieg war in der Kontrollgruppe jedoch deutlich ausgepréagter als in der Behandlungsgruppe.
An Tag drei p.p. war die Konzentration von 1,25(0OH).D3 in der Behandlungsgruppe (101,6
pg/ml) signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (155,4 pg/ml) und besonders in der
Kontrollgruppe auch deutlich héher als vor der Kalbung. Eine mdgliche Ursache des nach der
Kalbung weniger ausgepragten Anstiegs der 1,25(0OH).Ds-Konzentration im Serum der mit
Cholecalciferol behandelten Milchkiihe kénnte eine noch andauernde Feedback-Hemmung
der 1a-Hydroxylase aufgrund der in dieser Gruppe deutlich héheren 1,25(0H).Ds-Werte flnf

Tage vor der Kalbung sein.

In dem ahnlich aufgebauten Versuch von Venjakob et al. 2023, bei dem den Tieren in
der Vorbereitungsphase eine Ration mit negativer DCAB geflttert wurde, hatte die Kurve der
1,25(0OH)2D3-Konzentration in den ersten drei Tagen p.p. einen ahnlichen Verlauf wie in der
vorliegenden Untersuchung. Auch in der Studie von Venjakob et al. (2023) war der Anstieg an
Tag zwei p.p. in der Kontrollgruppe deutlich ausgepragter. An Tag eins und zwei p.p. gab es
keine signifikanten Unterschiede der 1,25(OH);Ds-Konzentration zwischen den
Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe. An Tag drei und funf p.p. war die 1,25(0OH),Ds-
Konzentration in der Kontrollgruppe signifikant héher als bei den Behandlungsgruppen
(Venjakob et al. 2023). In einer Studie von Wilkens et al. (2012) wurde der Effekt einer
Supplementation mit 3 mg 250HDs vor der Kalbung in Kombination mit der Fitterung einer
positiven bzw. negativen DCAB in der Vorbereiterration auf die Serum-Ca-Dynamik und die
Serum-Konzentrationen von 250HD; bzw. 1,25(0OH).D3 untersucht. In allen Gruppen stieg die
1,25(0OH)2D3s-Konzentration zwischen Tag eins und zwei p.p. auf mehr als das Doppelte der
Ausgangskonzentration an und sank dann bis Tag 4 p.p. zurlick auf das Ursprungsniveau.
Auch in den Studien von Venjakob et al. (2023) und Rodney et al. (2018) stieg die
1,25(0OH)2D3-Konzentration ab Tag eins nach der Kalbung an, erreichte den Peak etwa an Tag
drei und sank dann bis Tag vier wieder auf den Ursprungswert ab. Dieser Verlauf der
1,25(OH)2D3-Konzentration p.p. ist vermutlich auf eine Aktivierung der 1a-Hydroxylase nach
der Kalbung zurlickzufiihren. Diese wird durch einen PTH-Anstieg im Blut vermittelt, der auf

einem Absinken des Serum-Ca-Spiegels beruht, welcher in dem sprunghaft angestiegenen
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Ca-Bedarfs des Euters zur Milch- bzw. Kolostrumproduktion in den ersten Stunden p.p.

begrindet ist.

In der Untersuchung von Rodney et al. (2018) erhielten vier Gruppen von Milchkihen
in einem Cross-over-Design ab dem 255. Tag der Trachtigkeit eine Ration mit positiver oder
negativer DCAB (+/- 130mEq/kg TS) und einen Zusatz von 3 mg/11 kg TS Cholecalciferol oder
250HD:s. Die Konzentration von 1,25(0OH).Ds lag sechs Tage vor der Kalbung in allen Gruppen
auf einem ahnlichen Niveau von etwa 50 pg/ml. Bei Wilkens et al. (2012) unterschieden sich
die 1,25(0OH).Ds-Konzentrationen im Blut der Tiere ebenfalls an Tag vier a.p. nicht
voneinander und nahmen in allen Gruppen Werte um 80 ng/ml an. In der vorliegenden Studie
betrug die Konzentration von 1,25(0OH).,Ds; finf Tage vor der Kalbung in der
Behandlungsgruppe 89,2 pg/ ml im Vergleich zu 34,9 pg/ml in der Kontrollgruppe und war
damit in der Behandlungsgruppe signifikant héher (P < 0,01). Ursache hierfiir konnte die an
Tag funf a.p. mit 152,1 ng/ml dreifach héhere 250HD3s-Konzentration in der Gruppe der mit
Cholecalciferol behandelten Milchkiihe sein. In den Untersuchungen von Wilkens et al. (2012)
und Rodney et al. (2018) unterschied sich die 1,25(OH);Ds-Konzentration der Kontrollgruppen
vier bzw. sechs Tage a.p. jedoch nicht von der 1,25(OH);Ds-Konzentration der Gruppen, die
vor der Kalbung 250HD; gefittert bekamen und deren 250HDs-Konzentration daraufhin
bereits vor der Kalbung auf ahnlich hohe Werte gestiegen war wie in der aktuellen Studie.
Allerdings stieg der 250HDs-Wert in diesen Untersuchungen durch die orale Gabe Uber einen
langeren Zeitraum vor der Kalbung kontinuierlich und langsam an (Wilkens et al. 2012),
wahrend er durch die Injektion von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol innerhalb von zwei Tagen das
Dreifache des Wertes der Kontrollgruppe erreichte. Moglicherweise ist es durch diesen
schnellen, starken Anstieg der 250HDs-Konzentration bei den mit Cholecalciferol behandelten
Tieren zu einer Aktivierung der 1a-Hydroxylase gekommen, sodass mehr 1,25(0OH).Ds

gebildet wurde.

1,25(0H)2D3 und 250HD; werden durch Hydroxylierung an Position 24 inaktiviert
(Jones et al. 2012). 250HDs wird zu 24,25-Dihydroxycholecalciferol (24,25(0OH).D3)
metabolisiert und aus 1,25(0OH).D3 entsteht durch die Inaktivierung zunachst 1,24,25(0OH).Ds,
das dann zu Calcitroinsdure umgesetzt wird (Jones et al. 2012, Christakos et al. 2019). Das
daflr verantwortliche Enzym ist die 24-Hydroxylase (CYP24A1) (Jones 2008). Dessen Aktivitat
wird durch hohe Ca-, Pi- und 1,25(OH).D3-Konzentrationen gesteigert und durch PTH
gehemmt (Kutuzova und DelLuca 2004, Dusso et al. 2005, Christakos et al. 2019). In einer
Studie an Schafen flhrte der durch Futterung von 250HD3 erhéhte 250HDs-Spiegel im Blut
zu einem starken Anstieg der RNA-Expression von CYP24A1 (Wilkens et al. 2016).
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In der vorliegenden Studie lag der Serumwert von 24,25(0OH).Ds; an Tag 5 vor der
Kalbung in beiden Gruppen bei ca. 5 ng/ml und stieg dann in der Behandlungsgruppe von 21,2
ng/ml an Tag 1 und 23,3 an Tag 2 auf 23,5 an Tag 3 p.p. an, wahrend der Wert in der
Kontrollgruppe auf einem Niveau von ca. 5,3 ng/ml blieb. Dieser Anstieg ist vermutlich auf die
Umsetzung des Cholecalciferols in 250HD; zurlickzuflihren, welcher zu deutlich erhéhten
250HDs-Werten im Blut der behandelten Tiere flhrte. Dies steigert die Substratverfiigbarkeit
des Enzyms CYP24A1 und mdglicherweise auch dessen Expression, sodass mehr
24,25(0H).D3 gebildet wird (Wilkens et al. 2016).

In der zur vorliegenden Studie vergleichbar aufgebauten Studie von Venjakob et al.
(2023) stieg die 24,25(0OH).Ds-Konzentration in der mit 12 Mio. |.E. behandelten Gruppe
zwischen Tag 1 und 2 p.p. von ca. 14 ng/ml auf ca. 18 ng/ml und sank dann zunachst an Tag
3 auf ca. 17 ng/ml, um anschliel3end bis Tag 10 langsam bis auf ca. 21,5 ng/ml anzusteigen.
In der vorliegenden Untersuchung erreichte die 24,25(0OH).D3-Konzentration bereits an Tag 1
bis 3 p.p. Werte tUber 20 ng/ml. Ursache hierfir kdnnte das in der vorliegenden Studie um etwa
vier Tage langere Intervall zwischen Injektion und Beprobung sein, sodass bereits mehr
250HD;3; zu 24,25(0H).D3 hydroxyliert worden sein kénnte. Die deutlich niedrigere
Cholecalciferol-Konzentration der Behandlungsgruppe in den ersten drei Tagen nach der
Kalbung im Vergleich zur Erhebung von Venjakob et al. (2023) untermauert diese Annahme.
In der Untersuchung von Rodney et al. (2018), in der vier Gruppen hochtragender Milchkihe
in einer Cross-over-Studie jeweils mit einer Ration mit negativer oder positiver DCAB und 3
mg/11kg TS Cholecalcoferol oder 250HD; gefittert wurden, sank die Kurve der 24,25(0OH),Ds-
Konzentration an Tag 1 und 2 p.p. in der Gruppe der mit positiver DCAB und 250HD3
gefutterten Tiere zunachst ab. Parallel stieg die 1,25(OH).D3-Konzentration jedoch sprunghaft
an, wahrend die Kurve der 250HDs-Konzentration nur langsam abflachte. Durch einen starken
PTH-Anstieg an Tag 1 p.p. in dieser Gruppe wurde vermutlich die 1a-Hydroxylase aktiviert und
so die Umsetzung von 250HDs in 1,25(OH).Ds gesteigert sowie der Abbau von 250HD3 zu
24,25(0OH).D3s gehemmt. In den mit negativer DCAB gefltterten Gruppen war der PTH-Anstieg
p.p. deutlich geringer, da der Ca-Spiegel in diesen Gruppen in den ersten 48 Stunden nach
der Kalbung héher war als in den beiden mit positiver DCAB gefiitterten Gruppen. Dieses
Ergebnis bestétigt die Hypothese der durch die Azidose entstehenden erhéhten PTH-
Sensitivitat der Zielgewebe bei Fltterung einer negativen DCAB in der Vorbereiterfltterung
(Horst et al. 2003). Da in der vorliegenden Studie und der Studie von Venjakob et al. (2023)
die PTH-Konzentration nicht untersucht wurde, bleibt unklar, ob diese ursachlich fir den in
diesen Studien fehlenden Abfall von 24,25(0OH).Ds p.p. sein kénnte.

In der vorliegenden Untersuchung konnten nur geringe Effekte der Cholecalciferol-

Injektion auf die Ca-Konzentration innerhalb der ersten 72 Stunden nach der Kalbung
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beobachtet werden. Dennoch war die 250HD3;-Konzentration in den ersten drei Tagen p.p. in
der Behandlungsgruppe etwa 3,4-fach héher als in der Kontrollgruppe und erreichte ahnliche
Werte wie in der Studie von Venjakob et al. (2023). In dieser Studie zeigte sich an Tag 1 p.p.
ein dosisabhangiger Effekt des Cholecalciferols auf die Ca-Konzentration im Serum der
behandelten Milchkihe. An Tag 2 und 3 p.p. waren lediglich die Serum-Ca-Werte der mit 12
Mio. L.E. behandelten Tier signifikant héher als in der nicht behandelten Kontrollgruppe.
Zeitgleich konnte aufRerdem ein signifikanter, dosisabhangiger Effekt der Injektion auf die
250HDs-Konzentration im Blut der Tiere in den ersten 10 Tagen p.p. nachgewiesen werden,
wahrend sich die 1,25(0OH).Ds-Konzentration der verschiedenen Gruppen in den ersten beiden
Tagen p.p. nicht signifikant voneinander unterschied und an Tag 3 und 5 in der Kontrollgruppe
signifikant hdhere Werte als bei den behandelten Tieren annahm. Die Autoren schlossen
daraus, dass nicht das 1,25(OH).Ds fur die Auswirkungen der Cholecalciferol-Injektion auf die
Serum-Konzentration von Ca verantwortlich sei, sondern der biologisch deutlich weniger aktive
Cholecalciferolmetabolit 250HDs, der in sehr hohen Konzentrationen auch an den VDR binden
und so eine ahnliche Wirkung wie 1,25(0OH).D3 vermitteln kann (DeLuca et al. 2011). Neben
einer direkten Wirkung des 250HD3; am VDR koénnte es moglicherweise auch indirekt durch
Verdrangung des endogenen 1,25(0OH).D3; vom DBP im Blut zu einer gesteigerten Ca-
Konzentration gekommen sein (Litke-Dérhoff et al. 2022). Sowohl 250HD; als auch
1,25(0OH)2Ds3 liegen im Blut fast ausschlie3lich in an DBP gebunden vor (Powe et al. 2013). Da
250HDs; eine héhere Bindungsaffinitat als 1,25(0OH)2Ds hat (Tanaka und Deluca 1973), kénnte
es in hohen Konzentrationen das 1,25(0OH).Ds; vom DBP verdrangen und so die Konzentration
des aktiven, freien 1,25(0OH).D3s erhdhen (Lutke-Dorhoff et al. 2022). In der Folge kdnnte die
gesteigerte Konzentration des freien 1,25(0OH).Ds; die Ca-Konzentration im Blut gesteigert

haben.

Die Ursache dafir kénnte darin bestehen, dass sehr hohe 250HD3-Konzentrationen,
die durch die Injektion einer hohen Dosis Cholecalciferol entstehen (substratabhangige
Umsetzung von Cholecalciferol in 250HDs3), die 1,25(OH).Ds-Konzentration vermindert.
Venjakob et al. (2023) vermuten, dass diese Hemmung einerseits durch die durch hohe
250HDs-Konzentrationen gesteigerte Aktivitat der 24-Hydroxylase bedingt sein kdnnte, die so
zu einer gesteigerten Inaktivierung von 250HD3; und 1,25(0OH).Ds geflihrt hatte, was sich in
den signifikant héheren 24,25(0OH).Ds-Konzentrationen im Blut der behandelten Tiere in den
ersten sieben Tagen p.p. widerspiegelt. Andererseits kdnnte die Bindung von 250HD3; an den
VDR die Signaltransduktion aktiviert und so zum verstarkten Einbau von Ca-Kanalen im Darm
geflhrt haben. Durch den dadurch erhéhten Ca-Spiegel im Blut werde weniger PTH
ausgeschuttet und daraus resultierend die Aktivitdt der 1a-Hydroxylase gehemmt.

Entsprechend wiirde weniger 250HD3 zu 1,25(0OH)2Ds umgesetzt.
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In der aktuellen Studie erreichte die 250HDs-Konzentration der mit 10 Mio. |.E.
Cholecalciferol behandelten und wahrend der Trockenstehphase mit einer positiven DCAB
gefltterten Milchkihe ahnlich hohe Werte wie in der Untersuchung von Venjakob et al. (2023).
Dennoch konnte nur ein deutlich geringer ausgepragter Effekt der Injektion auf die Serum-Ca-
Konzentration der Tiere beobachtet werden. Eine mégliche Ursache hierfir kénnte der

Unterschied in der DCAB der wahrend der Trockenstehphase gefitterten Ration sein.

5.2.6 Milchmenge in den ersten fiinf Milchleistungsprifungen post partum

Die Auswertung der Milchmengen der ersten finf Milchleistungsprifungen p.p. ergab
keinen Zusammenhang mit einer intramuskularen Injektion von 10 Mio. I.E. Cholecalciferol
oder 10 ml einer 0,9%igen Natriumchloridlésung sieben Tage vor der errechneten Kalbung (P
= 0,67). Auch die Interaktion aus Behandlung und dem Testtag hatte keinen Einfluss auf die
Milchleistung (P = 0,75). Signifikant mit der Milchleistung der ersten flnf
Milchleistungsprifungen p.p. assoziiert waren der Betrieb, die Nummer der
Milchleistungsprifung, die Laktationsnummer, die 305-Tage-Milchleistung der Vorlaktation
und das Auftreten einer Totgeburt. Die fehlende Assoziation von Behandlung und Milchmenge
fugt sich in die Ubrigen Ergebnisse dieser Studie ein. Die Injektion der 10 Mio. IL.E.
Cholecalciferol fuhrte nicht zu einer signifikanten Beeinflussung des Ca-Haushalts um die
Geburt und es gab nur geringe Auswirkungen auf den Reproduktionstrakt (signifikant héheres
Risiko fur Retentio secundinarum). In einer Studie, die die Futterung einer positiven oder
negativen DCAB (+/- 130 mEg/kg TS) mit einer Supplementierung von 250HDs; bzw.
Cholecalciferol kombiniert hatte, konnte ein positiver Effekt der 250HD3-Supplementierung auf
die Milchleistung bis 49 Tage in Milch gezeigt werden (Martinez et al. 2018b). In der gleichen
Studie zeigte sich ebenfalls eine Reduktion des Risikos fiir Retentio secundinarum und Metritis
bei Futterung von 250HD3 (Martinez et al. 2018a). In der Studie von Venjakob et al. (2022)
hingegen hatten die einmalig mit 12 |.E. Choelcalciferol intramuskular behandelten Tiere ein
hoéheres Risiko fur Retentio secundinarum und Metritis und vermutlich dadurch bedingt
durchschnittlich 3,7 kg weniger Milch in der ersten und 2,8 kg weniger Milch in der zweiten
Milchleistungsprifung nach der Kalbung. Die Milchkihe, die eine weitere Cholecalciferol-
Injektion mit 10 Mio. |.E. Cholecalciferol erhielten, hatten durchschnittlich 3,8 kg weniger Milch
in der ersten Milchleistungsprifung. Im Gegensatz zur Ca-, Pi- und Mg- Konzentration konnte

hier kein dosisabhangiger Effekt der Injektion auf die Milchleistung beobachtet werden.

Die Betriebe, die an der Studie teilgenommen haben, hatten unterschiedliche
durchschnittliche Milchleistungsniveaus. Dies erklart den gefundenen Zusammenhang der
Milchleistung mit dem Betrieb. Ursachlich fur die Assoziation des Testtages (also der Nummer
der Milchleistungsprufung) mit der Milchleistung ist der natirliche Verlauf der Milchproduktion

wahrend der Laktation. Im Verlauf der Laktation steigt die Milchleistung von der ersten zur
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zweiten Milchleistungsprifung zunachst an und sinkt dann tber die Gbrigen Testtage langsam
ab (Abbildung 8). Die Laktationsnummer und die Milchleistung sind positiv korreliert (Huth
1995). Dieser Zusammenhang zeigte sich auch in der vorliegenden Studie. In einer Studie aus
den USA sank die Milchproduktion bei Tieren, die eine Totgeburt hatten, um 1,1 kg/Tag in den
ersten funf Milchleistungsprifungen (Bicalho et al. 2008). Auch in der vorliegenden Studie war

die Milchleistung negativ mit dem Auftreten von Totgeburten assoziiert.

5.2.7 Giistzeit und Abgangsrate

Der Anteil nicht tragender Tiere nahm uber die Zeit nach der Kalbung in beiden
Gruppen kontinuierlich ab, da die Tiere nach Ablauf der freiwilligen Wartezeit wieder belegt
wurden (Abbildung 9). Es gab keinen Effekt der Behandlung. Es konnte jedoch eine
Assoziation mit dem Betrieb (P < 0,01) und der Laktationsnummer (P = 0,09) gezeigt werden.
Auf den Betrieben werden u.a. abhangig vom Leistungsniveau der Tiere unterschiedliche
freiwillige Wartezeiten eingehalten. Erst nach Ablauf der freiwilligen Wartezeit wird begonnen,
die Tiere in Brunst zu besamen. Dies ist eine mogliche Ursache flir den gefundenen
Betriebseffekt. Zu dem Einfluss der Paritat auf die Fertilitdt von Milchkihen finden sich in der
Literatur uneinheitliche Ergebnisse. In einigen Studien hatten Kihe mit hdéheren
Laktationszahlen einen héheren Erstbesamungserfolg und eine kirzere Gustzeit (Kruif 1978,
Stevenson und Call 1988). In anderen Studien hatten jlingere Tiere - auch in Abhangigkeit
vom genutzten Reproduktionsprotokoll - bessere oder dhnliche Reproduktionsergebnisse wie
altere Milchkihe (Hansen et al. 1983, Hillers et al. 1984, Grohn und Rajala-Schultz 2000, Astiz
und Fargas 2013). In der vorliegenden Studie hatten Tiere, die zu Beginn der Studie in der
ersten Laktation waren, die kirzeste Gustzeit. Mit steigender Laktationszahl stieg auch die

Zeitspanne zwischen Kalbung und erfolgreicher Besamung.

Es konnte kein Einfluss der Behandlung mit Cholecalciferol auf die Merzungsrate
innerhalb der ersten 300 Tage in Laktation beobachtet werden. Dies deckt sich mit anderen
Studien, die den Effekt einer Behandlung mit Cholecalciferol intramuskular oder oral vor der
Kalbung auf die Merzungsrate innerhalb der ersten 300 bzw. 305 Tage in Laktation untersucht
haben (Martinez et al. 2018a, Venjakob et al. 2022). Neben vielen anderen tierspezifischen
Ursachen flr einen Abgang des Tieres ist auch das Alter bzw. eine hdhere Laktationszahl ein
Risikofaktor fir eine Merzung des Tieres (Rilanto et al. 2020). Auch in der vorliegenden Studie

war die Laktationsnummer positiv mit der Merzungsrate korreliert (P < 0,01).

5.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die eingangs aufgestellte Hypothese, eine intramuskulare Injektion von 10 Mio. I.E.
Cholecalciferol ca. flnf bis sieben Tage vor der erwarteten Abkalbung hat keinen Einfluss auf

die Milchproduktion und das Auftreten von Retentio secundinarum und Metritis p.p., konnte
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groflitenteils bestatigt werden. Die Cholecalciferol-Injektion hatte in der vorliegenden
Untersuchung keinen Einfluss auf die Milchleistung der Kiihe in der Folgelaktation. Auch gab
es - abgesehen von einer hdheren Inzidenz von Retentio secundinarum in der
Behandlungsgruppe - zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe keine Unterschiede
hinsichtlich der Inzidenz von Metritis, der Gustzeit und der Abgangsrate bis zum 300.
Laktationstag. Ursache fir die héhere Inzidenz von Nachgeburtsverhalten kénnte auch die
héhere Inzidenz von Totgeburten in der Gruppe der mit Cholecalciferol behandelten Milchkiihe

sein.

Aufgrund der Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchung von Venjakob et al.
(2022) war ein positiver Effekt der Injektion des Cholecalciferols auf die Serum-Ca-
Konzentration innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Kalbung zu erwarten. Dieser konnte
bei der untersuchten Teilstichprobe von 95 Tieren in der aktuellen Studie in abgeschwachter
Form ebenfalls nachgewiesen werden. Als Ursache fir den geringeren Effekt kommen die
positive DCAB in der Vorbereiterfitterung, die verminderte Dosierung des Cholecalciferols
oder das multizentrische Studiendesign in Frage. Wahrscheinlich flhrte die geringere
Auspragung der Auswirkung des Cholecalciferols auf den Serum-Ca-Spiegel p.p. in der
vorliegenden Untersuchung jedoch zu einer Unterschatzung der notwendigen
Stichprobengréfe, um den Effekt der Cholecalciferol-Injektion nach der Kalbung tatsachlich

sichtbar zu machen. In diesem Zusammenhang sind weitere Untersuchungen notwendig.

Die Untersuchung der Blutproben einer Teilstichprobe von 38 Tieren auf die Gehalte
an Progesteron und Ostradiol ergab keinen signifikanten Effekt der Behandlung mit
Cholecalciferol. In der Vorstudie vermuteten die Autoren, dass die in ihrer Untersuchung
verkulrzte Trachtigkeitsdauer in der Behandlungsgruppe zu der héheren Inzidenz von Retentio
secundinarum und folglich auch zu einem gesteigerten Auftreten von Metritis gefiihrt haben
konnte. In der vorliegenden Untersuchung war die Trachtigkeitsdauer in der
Behandlungsgruppe nicht verkiirzt und es konnten (abgesehen von der héheren Inzidenz von
Retentio secundinarum) keine negativen Auswirkungen auf die Inzidenz von Metritis und die

Gustzeit nachgewiesen werden.

Die Daten der Analyse der Blutproben von 30 Tieren auf die Konzentrationen von
Cholecalciferol, 250HDs, 1,25(0OH)2D3 und 24,25(0OH).D3 liefern deutliche Hinweise darauf,
dass die geringe Steigerung des Serum-Ca-Spiegels p.p. in der Behandlungsgruppe
vermutlich durch eine hohe Konzentration von 250HD3 vermittelt wurde. Die Injektion von 10
Mio. I.E. Cholecalciferol flhrte zu vierfach hdheren 250HD3-Konzentrationen in den ersten
drei Tagen nach der Abkalbung, wahrend der Anstieg der 1,25(OH),Ds-Konzentration p.p. in

der Kontrollgruppe deutlicher ausgepragt war.
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6 Zusammenfassung

Multizentrische Studie zur Injektion von Cholecalciferol ante partum als

Hypocalcamieprophylaxe bei pluriparen Milchkiihen

Hypocalcamie ist eine haufig auftretende Stoffwechselstorung der Milchkuh im
Zeitraum bis 48 Stunden nach der Abkalbung. Die subklinische Hypocalcamie wird in diesem
Zusammenhang haufig als ,gateway disease“ bezeichnet, da sie zu zahlreichen
Folgeerkrankungen pradisponiert und so zu erheblichen wirtschaftlichen Einbufien und einer
Beeintrachtigung der Tiergesundheit fihrt. Seit den 1970er-Jahren wird bei mehrkalbigen
Milchkihen ca. funf bis sieben Tage vor der erwarteten Kalbung Cholecalciferol gespritzt. Ziel
ist es, die Mechanismen der Calciumhomoéostase bereits vor der Kalbung zu aktivieren und
die Tiere so besser auf das bei Einsetzen der Milchproduktion entstehende Calciumdefizit

vorzubereiten (Gurtler et al. 1977).

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss einer Cholecalciferol-Injektion a.p. auf
die Serumdynamik von Calcium, Phosphor und Magnesium nach der Kalbung sowie auf die
Milchleistung und verschiedene Reproduktionsparameter in der Folgelaktation untersucht.
Dazu wurden 446 pluripare Milchklhe, die in der Trockenstehphase eine Ration mit positiver
DCAB erhielten, von 11 Betrieben in Nordwest-Deutschland sieben Tage vor dem Kalbedatum
mit einer intramuskularen Injektion von 10 Mio. I.LE. Cholecalciferol oder einem Placebo
behandelt. Alle Tiere wurden finf bis zehn Tage nach der Kalbung auf Anzeichen einer Metritis
untersucht und der Kalbeverlauf sowie das Auftreten von Zwillingen, Totgeburten, klinischer
Hypocalcamie und Retentio secundinarum dokumentiert. Bei einer Teilstrichprobe von 95
Tieren wurden an Tag 1, 2 und 3 p.p. jeweils eine Blutprobe entnommen und auf die
Konzentration von Calcium, Phosphor und Magnesium untersucht. Des Weiteren wurde bei
38 Tieren zusatzlich zwei Tage nach der Injektion eine weitere Blutprobe entnommen und der
Gehalt an Progesteron und Ostradiol bestimmt. Die Blutprobensatze von 30 Tieren, bei denen
zu allen vier Zeitpunkten Blut gewonnen wurde, wurden zudem auf die Konzentrationen von
Cholecalciferol,  25-Hydroxycholecalciferol  (250HD3), 1,25-Dihydroxycholecalciferol
(1,25(0OH):D3) und 24,25-Dihydroxycholecalciferol (24,25(0OH).D3) untersucht, um die
Metabolisierung des Cholecalciferols im Organismus nachvollziehen zu kénnen. Nach Ende
des Beobachtungszeitraums (Mai 2022 bis September 2023) wurden die gesammelten

Milchleistungsdaten und Reproduktionsparameter ausgewertet.

Die Injektion von 10 Mio. |.E. Cholecalciferol sieben Tage vor der Kalbung hatte keinen
Einfluss auf die Milchleistung in der Folgelaktation (P = 0,67). Die Tiere der
Behandlungsgruppe hatten tendenziell héhere Serum-Ca-Werte in den ersten drei Tagen p.p

(P = 0,08). Es konnten auler einer erhdhten Inzidenz von Retentio secundinarum in der
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Behandlungsgruppe (Kontrolle: 7,9%, Behandlung: 14,8%, P = 0,02) keine Auswirkungen der
Cholecalciferol-Injektion auf die Inzidenzen von Totgeburten, klinischer Hypocalcamie und

Metritis sowie die Milchleistungsdaten und Reproduktionsparameter beobachtet werden.

Die Analyse der Konzentrationen von Progesteron und Ostradiol vor der Kalbung ergab
keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (P = 0,81). Die Hypothese aus einer ahnlich
aufgebauten Studie von Venjakob et al. (2022) mit Futterung einer negativen DCAB in der
Vorbereiterration, dass die Cholecalciferol-Injektion den Steroidhormonmetabolismus
dahingehend beeinflusst hatte, dass es zu einem friihzeitigen Abbau von Progesteron zu
Ostradiol und damit zu einer vorzeitigen Initiierung der Abkalbung gekommen sein kénnte,

konnte anhand dieser Ergebnisse nicht bestatigt werden.

Die Untersuchung der Blutproben auf den Gehalt von Cholecalciferol, 250HDs3,
1,25(0OH)2D3 und 24,25(0H).D3s ergab einen etwa 100-fachen Anstieg der Cholecalciferol-
Konzentration auf 464,0 ng/ml zwei Tage nach der Injektion und einen vierfachen Anstieg der
250HDs-Konzentration auf bis zu 205,5 ng/ml in den ersten drei Tagen p.p. in der
Behandlungsgruppe. Die 1,25(OH).Ds-Konzentration im Serum der mit Cholecalciferol
behandelten Tiere erreichte funf Tage vor der Kalbung deutlich héhere Werte (89,2 pg/ml) als
bei den mit einem Placebo behandelten Tieren (34,9 pg/ml). Nach der Kalbung zeigte jedoch
die 1,25(0OH).Ds-Konzentration in der Kontrollgruppe einen starkeren Anstieg (Behandlung:
122,9 pg/ml; Kontrolle: 166,0 pg/mL an Tag zwei p.p.), sodass der 1,25(0OH),Ds-Wert an Tag
drei p.p. in der Kontrollgruppe signifikant héher lag (Behandlung: 101,6 pg/ml; Kontrolle: 155,6
pg/ml; P < 0,05). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Wirkung der Cholecalciferol-Injektion auf
den Serum-Ca-Spiegel p.p. in der vorliegenden Untersuchung vermutlich durch 250HD3

vermittelt wurde.

Insgesamt zeigen die Resultate dieser Untersuchung, dass die Kombination einer
Injektion von 10 Mio. I.E. Cholecalciferol ca. sieben Tage vor der erwarteten Kalbung und der
Fatterung einer kationenreichen Ration in der Trockenstehphase zu deutlich geringeren
Auswirkungen auf die Serumdynamik von Ca und P; als die Kombination mit einer
Vorbereiterration mit negativer DCAB flhrte. Es konnten abgesehen von einer héheren
Inzidenz von Retentio secundinarum in der Behandlungsgruppe dennoch keine negativen
Effekte auf die Inzidenz von Metritis sowie die Milchleistung und Gustzeit in der Folgelaktation

nachgewiesen werden.
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7 Summary

Multisite study to evaluate a prepartum cholecalciferol injection for prevention of

hypocalcemia in pluriparous dairy cows

Hypocalcemia is a common metabolic disorder in dairy cows up to 48 hours after
calving. In particular, subclinical hypocalcemia often described as a gateway disease
predisposes the cow to numerous subsequent diseases and thus leads to major economic
losses. Injectable cholecalciferol is used for prevention of hypocalcemia in pluriparous dairy
cows since the 1970s (Gdurtler et al. 1977). The injection was recommended to be performed
approximately five to seven days before the expected parturition, in order to activate calcium
metabolism already before calving as the calcium demand increases dramatically at the onset

of lactation.

In the present study we investigated the effect of a treatment with an intramuscular
injection of 10 x 10° IU of cholecalciferol on serum dynamics of calcium, phosphorus and
magnesium after calving as well as on milk production and reproductive parameters in
subsequent lactation. For this purpose, 446 pluriparous dairy cows of 11 farms in northwest
Germany received a diet with positive DCAD during the dry period and were treated with an
intramuscular injection of 10 x 10° IU of cholecalciferol or a placebo (10 ml of NaCl 0,9%)
seven days before calving. After parturition, calving related data were recorded (i.e. calving
ease, stillbirth, twins) and cows were monitored for retained placenta and clinical signs of
hypocalcemia. In a subsample of 95 animals, blood samples were drawn on 1%, 2" and 3"
DIM and analyzed for serum calcium, phosphorus and magnesium concentration. All animals
were examined once between 5 to 10 DIM for signs of metritis. In 38 animals, an additional
blood sample was drawn 2 days after the injection for determination of the progesterone and
estrogen concentration. Blood samples of 30 animals drawn 2 days after injection and on 1%,
2" and 3™ DIM were also analyzed for cholecalciferol, 25-hydroxycholecalciferol (250HD3),
1,25-dihydroxycholecalciferol (1,25(0OH)2D3) and 24,25-dihydroxycholecalciferol
(24,25(0OH)2D3) concentrations to evaluate cholecalciferol metabolism. At the end of the
observation period (May 2022 to September 2023), the effect of cholecalciferol treatment on

milk production and reproduction parameters in subsequent lactation were analyzed.

The injection of 10 x 10° IU cholecalciferol had no effect on milk production in
subsequent lactation (P = 0.67). Animals in the treatment group tended to have higher serum
Ca levels during the first three days after calving (P = 0.08). Beside a higher incidence of
retained placenta in the treatment group (control: 7.9%, treatment: 14,8%, P = 0.02), no effects
of the treatment with cholecalciferol on the incidence of stillbirths, clinical hypocalcaemia,

metritis, days to pregnancy and culling risk were observed.
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Analyses of progesterone and oestrogen concentrations before calving revealed no
differences between the two groups (P = 0,81). The hypothesis from a similar investigation that
cholecalciferol treatment may result in an early degradation of progesterone to estrogen and
therefore shortened gestation length (Venjakob et al., 2022) could not be confirmed. In this

study, however, close-up cows were fed with a negative DCAD diet.

Analysis of blood samples for serum cholecalciferol, 250HDs, 1,25(OH).Ds; and
24,25(0OH).D3 revealed an approximately 100-fold increase in serum cholecalciferol
concentrations of treated animals to 464.0 ng/ml two days after injection and a 4-fold increase
in serum 250HDs-concentration up to 205.5 ng/ml at the first three DIM in the treatment group.
The serum 1,25(0OH)2D3 concentration in the treatment group (89.2 pg/ml) was five days before
calving significantly higher than in the control group (34.9 pg/ml). After calving the serum
1,25(0OH)2D3 concentration in the control group showed a greater increase (treatment: 122.9
pg/ml; control: 166.0 pg/ml on day two p.p.). On 3rd DIM the 1,25(OH).D3s concentration was
significantly higher in the control group (treatment: 101.6 pg/ml; control: 155.6 pg/ml; P < 0.05).
These results indicate that the effect of cholecalciferol treatment on serum Ca levels p.p. in the

present study was probably mediated by 250HD:s.

Overall, the results of this study show, that the combination of an antepartum injection
of 10 x 10° IU of cholecalciferol approximately seven days before the expected calving and a
positive DCAD during the dry period led to much smaller effects on the serum dynamics of
calcium and phosphorus than the combination with an negative DCAD diet. Apart from a higher
incidence of retained placenta in the treatment group, there were no negative effects on the

incidence of metritis, milk production and time to pregnancy in subsequent lactation.
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Anhang

Anhang
Tabelle 6. Futtermittelanalyse — Untersuchungsparameter
Untersuchungsparameter | Einheit Referenzwerte | Untersuchungsmethode
Trockensubstanz g 400 - 500 VDLUFA I, 31.2 - 31.3, 5.
Erg. 2004
Rohasche g 60 — 100 S.0.
Rohprotein g 140 — 150 S.0.
Rohfaser g 190 — 220 S.0.
Rohfett g 30 — 45 S.0.
Zucker g 100 - 150 S.0.
Starke g 30 -60 s.0.
aNDF g 360 — 420 S.0.
ADF g 210 - 250 s.0.
Calcium g 40-6,0" DIN EN ISO 11885:2009-09
Phosphor g 3,5-4,0 S.0.
Natrium g 1,2-1,5 S.0.
Magnesium g 25-3,0 S.0.
Kalium g 10-15 S.0.
Kupfer mg 10-30 S.0.
Zink mg 50 -120 s.0.
Mangan mg 50 - 150 S.0.
Eisen mg 50 - 750 S.0.
Chlorid g 3,56-8,0 VDLUFA1lI, 10.5.2, 1976
Schwefel g 1,5-3,0 DIN EN ISO 11885:2009-09
DCAB mEq 100 - 200 berechnet (nicht akkred.)**
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Proteinloslichkeit

% RPr

30-40

VDLUFA I, 31.2 - 31.3, 5.
Erg. 2004

* Der angegebene Richtwert bezieht sich auf die calciumarme Vorbereitungsfutterung mit

einer DCAB von 100 — 200 mEq/kg TS.

** DCAB (mEq/ kg TS) = (42,5 x g Na + 25,6 x g K) — (28,2 g Cl + 62,3 g S) (Hoffmann 2021)

In Anlehnung an den Prufbericht der LKS Landwirtschaftliche Kommunikations- und
Servicegesellschaft mbH, August-Bebel-Stralte 6, 09577 Lichtenwalde.
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