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I. Einleitung

Delfine gehdéren zu der biologisch nicht einheitlichen Gruppe der
Meeressaugetiere. Diese beinhaltet drei Hauptgruppen: die
Fleischfresser (Carnivora), die Wale (Cetacea) und die Seekihe
(Sirenia).

Zu den Fleischfressern (Carnivora) gehdren die Seeotter (Enhydra
ludris) und Kustenotter (Lontra felina), die Robben (Pinnipedia), mit
den Familien Ohrenrobben (Otariidae), Walrosse (Odobenidae) und
Hundsrobben (Phocidae) und die Eisbaren (Ursus maritimus).

Die Wale (Cetacea) werden in die Unterordnungen Bartenwale
(Mysticeti) und Zahnwale (Odontoceti) geteilt, sie bilden die zweite
Gruppe. Der GroBe Tummler (Tursiops truncatus) gehdért der
Unterordnung der Zahnwale an.

Die dritte Gruppe sind die Seeklhe (Sirenia) mit den
Gabelschwanzseekihen (Dugongidae) und den Rundschwanz-
seeklhen (Trichechidae) (REYNOLDS III et al., 1999).

Trotz der offensichtlichen phylogenetischen Unterschiede haben all
diese Tiere dennoch Gemeinsamkeiten: Dazu gehdren unter
anderem ihre verhdltnismaBig groBe KoérpergroBe, der
stromlinienférmige Koérper (im Vergleich zu den landlebenden
Verwandten) und die Isolation durch Blubber (PABST et al., 1999).

Delfine, allen voran der GroBe Tummler (Tursiops truncatus) werden
seit ungefahr einhundert Jahren in menschlicher Obhut gehalten
(BERTELSMANN, 1999). Die erste in menschlicher Obhut befindliche
Gruppe von Delfinen wurde in Saint Augustine, Florida, in den spaten
30iger Jahren des vorigen Jahrhunderts gehalten (NORRIS, 1991).

Derzeit gibt es in Deutschland zwei Delfinarien. Diese sind in

Duisburg und Nirnberg.
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Da es sich bei Delfinen um intelligente und in der Haltung
anspruchsvolle Tiere handelt ist eine engmaschige Kontrolle des
Wohlbefindens der Tiere extrem wichtig. Ziel der vorliegenden
Untersuchungen war es, durch die Untersuchung von Speichel auf
ihren Cortisolgehalt eine Méglichkeit weiterzuentwickeln, Stress bei
in menschlicher Obhut gehaltenen Tieren durch eine reproduzierbare
wissenschaftliche Methode quantifizierbar zu machen. Dies kann
beispielsweise neben Verhaltensbeobachtungen dabei helfen,
Auswirkungen belastender Situationen bei Delfinen zu erkennen und
daraus Schlussfolgerungen flir den Umgang und die Haltung dieser

Meeressauger zu ziehen.
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II. Literaturiibersicht

1 Rechtliche Bestimmungen

Die Haltung von Tieren in Zoos wird in der Richtlinie 1999/22/EG
naher beschrieben (RAT DER EUROPAISCHEN UNION, 1999).
Demnach missen zoologische Einrichtungen Anforderungen an
Forschung, Bildung und Artenschutz erflllen. Sie benoétigen dazu
eine sogenannte Betriebserlaubnis. Diese ist in der deutschen
Gesetzgebung im § 11 Tierschutzgesetz (TierSchG) (BMEL, 1972)
festgelegt.

Die Verordnung (EG) 1/2005 (RAT DER EUROPAISCHEN UNION,
2004) Uber den Schutz der Tiere beim Transport beinhaltet vor allem
Bestimmungen Uber den Transport landwirtschaftlicher Nutztiere.
Sie hat keine besonderen Vorschriften flir Meeressauger. Diese
werden daflir aber in der nationalen Tierschutzgesetzgebung
(TierSchTrV) (BMEL 2009) konkretisiert. Fir den Transport von
Meeressaugetieren gilt § 12 TierSchTrV, demnach Transporte von
Meeressaugern von einer sachkundigen Person begleitet werden

mussen.
2 Begriffsbestimmungen

2.1 Artgerechte Tierhaltung

Der § 2 TierSchG ist die ,Grundvorschrift Gber die Tierhaltung®, sie
gilt far alle Tiere, die sich in der Obhut des Menschen befinden (HIRT
et al., 2016). Die Anforderungen an die Haltung von Tieren sind in
verschiedenen Gutachten konkretisiert. Flr die Haltung von Delfinen
sind sie in den Mindestanforderungen zur Haltung von Saugetieren
(BMEL, 2014) niedergelegt. Demnach sind Delfine in sozial stabilen

Gruppen zu halten. Auch werden hier unter anderem Anforderungen
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an die Luft- und Wasserqualitat, die Pflege, den Transport und die
Fltterung gestellt.

Die im § 2 TierSchG allgemein gehaltenen Anforderungen an eine
artgerechte Tierhaltung, Ernahrung und Pflege hat auch die
European Association of Zoos and Aquaria (EAZA) (EAZA, 2020)
noch weiter ausgeflihrt. Demnach sind Delfine, wie alle anderen
Tiere im Zoo, taglich auf ihr Wohlbefinden und ihre Gesundheit zu
Uberprifen und falls nétig zu behandeln. Tiere dirfen nicht
widernatlrlich zur Belustigung des Publikums gereizt werden. Nur
kompetente Trainer durfen mit den Tieren umgehen. Andere
Personen, die mit den Tieren umgehen, missen unter deren Aufsicht
stehen. Der Umgang mit den Tieren muss so vorsichtig sein, dass
unndtiges Unbehagen, Stress oder akute physische Schaden

vermieden werden.

2.2 Wohlbefinden

Der Begriff ,Wohlbefinden"™ taucht in der 1946 von der WHO
gepragten Definition fir Gesundheit auf. Demnach ist Gesundheit
»~Ein Zustand vollkommenen kérperlichen, geistigen und sozialen
Wohlbefindens und nicht allein das Fehlen von Krankheit und
Gebrechen" (WHO, 2005). Die Abwesenheit von Schmerzen, Leiden,
sowie schweren Angsten und ein ungestérter, artgeméBer sowie
verhaltensgerechter Ablauf der Lebensvorgange gelten dabei als
Voraussetzung (HIRT et al., 2016). Als Indikatoren fir Wohlbefinden
gelten Gesundheit und Normalverhalten (SAMBRAUS und STEIGER,
1997). In der englischsprachigen Literatur wird der Begriff ,,animal
welfare™ verwendet. Er wird haufig im Zusammenhang mit den , Finf
Freiheiten" definiert, die vom Farm Animal Welfare Council,
Vereinigtes Konigreich bereits 1992 verdffentlicht wurden (BOTREAU
et al., 2007). Diese Freiheiten bestehen aus der Freiheit von 1)
Hunger und Durst, 2) Unbehagen, 3) Schmerz, Verletzung und

Krankheit, 4) Angst und Leiden sowie 5) der Freiheit, naturliches
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Verhalten auszuleben. Diese ,Funf Freiheiten" stellen auch heute
noch eine wichtige Grundlage dar, jedoch wurde der Anspruch an
das Wohlbefinden weiterentwickelt. MELLOR (2016) entwickelte den
Ansatz weiter hin zu einem ,Leben, das es wert ist, gelebt zu
werden". Er stellt in seiner Arbeit dar, dass Mensch-Tier-
Beziehungen Auswirkungen auf das Tierwohl haben kdnnen. Die
Kenntnisse und Fahigkeiten der Tierpfleger, ihre Einstellungen und
ihr Verhalten im Umgang mit den Tieren, und dariber hinaus auch
ihre Bindung zu ihnen, kdénnen nicht nur zum Wohlergehen
beitragen, sondern auch dazu flihren, dass Tiere ein lebenswertes
Leben haben. Mellor definiert dies als ein Leben, das den Tieren die
Mdéglichkeiten ero6ffnet, verschiedenste positive Erfahrungen zu

machen.

Bei Tieren in menschlicher Obhut werden seit einiger Zeit vermehrt
Studien durchgeflihrt, um Aussagen lUber das Wohlbefinden der Tiere
treffen zu koénnen. Dies betrifft gehaltene Meeressaugetiere
allgemein, wie BRANDO et al. (2018) in ihrem Ubersichtsartikel
darstellen, oder spezieller Wale und Delfine. So fihrten SERRES et
al. (2020) Untersuchungen Uber verschiedene Arten des
Schwimmverhaltens und dessen Zusammenhang mit Stress an den
beiden Unterarten des Glattschweinswales, dem Jangtse-
Glattschweinswal (Neophocaena asiaeorientalis asiaeorientalis) und
dem Ostlichen Glattschweinswal (Neophocaena asiaeorientalis
sunameri) und dem GroBen Tummler (Tursiops truncatus) durch.
LAUDERDALE et al. (2021) verdffentlichten eine Studie in welche
Daten von 43 Zoos in sieben Landern einflossen. Sie untersuchten
Einfluss von Enrichment und Haltungsbedingungen auf Belugawale
(Delphinapterus leucas), Indopazifische GroBe Tummler (Tursiops
aduncus), GroBe Tummler (Tursiops truncatus) und
WeiBstreifendelfine (Lagenorhynchus obliquidens). Auch beim

Schlankdelfin (Stenella attenuata) konnte der positive Einfluss von
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Enrichment nachgewiesen werden (PEREZ et al., 2018), genauso wie
beim GroBen Tummler (Tursiops truncatus) und beim
Indogermanischen GroBen Tummler (Tursiops aduncus) (Lauderdale
et al., 2021). DELFOUR et al. (2021) fiuhrten
Verhaltensbeobachtungen an GroBen Tummlern (Tursiops
truncatus) in elf verschiedenen europadischen Zoos durch. Auch
andere in zoologischen Einrichtungen gehaltene Saugetiere wurden
Verhaltensbeobachtungen unterzogen, um Rickschlisse auf ihr
Wohlbefinden zu ziehen. Dazu gehdren beispielsweise Elefanten
(Loxodonta africana und Elephas maximus) (YON et al., 2019),
Braunbaren (Ursus arctos) (SORIANO et al., 2019), GroBe Pandas
(Ailuropoda melanoleuca) (OWEN et al., 2004) oder Vdgel wie
Entenvégel (ROSE und O'BRIEN, 2020) und Rosaflamingos
(Phoenicopterus roseus) (REESE, 2020), und sogar Reptilien
(WHITTAKER et al., 2021).

Zootiere kénnen als Reaktion auf akuten und chronischen Stress und
der Schwierigkeit darauf angemessen zu reagieren und diesen zu
bewaltigen (beispielsweise die Anwesenheit von Menschen, Larm u.
a.) Stereotypien entwickeln. Diese treten haufig mit organischen
Erkrankungen auf, was die Gesundheit und das Wohlbefinden der
Tiere beeinflusst (ROMANO et al., 2010).

3 Stress

3.1 Alilgemeines

Nur wenige biomedizinische Begriffe sind so allgemein bekannt und
in aller Munde wie das Wort Stress. Der Pionier der Stressforschung,
Prof. Dr. Hans Selye schrieb in seinem popularwissenschaftlichen
Werk ,Stress beherrscht unser Leben" (SELYE, 1984) wie sich der

von ihm gepragte Begriff Stress, der aus dem Englischen kommt und
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dessen urspriingliche Bedeutung Zug oder Druck auf ein Material
bedeutet, langsam in der Welt durchsetzte. ,Welchen Wert
wissenschaftliche Arbeit auch immer besitzen mag, so stelle ich
jedenfalls befriedigt fest, praktisch jede Sprache der Welt durch
mindestens einen Ausdruck bereichert zu haben.”

BROOM (1988) definiert Stress als einen Umwelteinfluss, der auf ein
Individuum trifft und dessen Kontrollsystem Uuberlastet und das
dadurch seine Fitness verringert.

REEDER und KRAMER (2005) kommen zu der Auffassung, dass
,obwohl die physiologischen und verhaltensbedingten Komponenten
des Stresses bei einer Handvoll Labortiere (vor allem den
Mdauseartigen und Primaten) gut studiert sind, unser Verstandnis flr
Stress und seine Bedeutung flr ein Tier in seiner natlrlichen
Umgebung bestenfalls rudimentar, und fir die meisten der derzeit
bekannten 5416 Arten von Sadugetieren schlimmstenfalls komplett
unbekannt ist."

Moderne Stresstheorien definieren Stress als einen Verlust der
Homdbostase im Korper. Der auslésende Faktor wird Stressor
genannt, dieser kann verschiedene Ursachen haben, beispielsweise
physikalische, psychische oder beides. Physikalische Faktoren
kénnen endogen und exogen sein. Endogene Faktoren sind
beispielsweise Hypoglykdamie oder Anorexie (DU DOT et al., 2009).
Exogene Faktoren sind beispielsweise Hitze, Kalte (HOUSER et al.,
2011), Anstrengung, Verletzungen (REITER et al., 1981; LIDGARD
et al., 2008) oder andere schadliche Stimuli, wie beispielsweise
Whalewatching (BEJDER et al., 2006). Die gut erforschten
physikalischen Stressoren lassen sich von Labortieren auf
wildlebende Tiere Ubertragen. Dies trifft auch auf Faktoren zu, die
Emotionen wie Furcht, Angst oder Frustration hervorrufen (REEDER
und KRAMER, 2005).

Literaturiibersicht 7



Die auf einen Stressor folgende Reaktion des Koérpers dient dazu,
den  Stressor zu neutralisieren und die Homdostase
wiederherzustellen.

Grundsatzlich sind diese Stressreaktionen des Organismus daher
physiologisch, denn es handelt sich dabei um notwendige
Anpassungsreaktionen des Korpers. Diese miussen sich nicht
zwangslaufig negativ auf das Wohlbefinden der Tiere auswirken
(MOBERG und MENCH, 2000; SAPOLSKY, 2000).

Neben diesen physikalischen Stressoren gibt es wie erwahnt auch
psychische. Dazu zahlen soziale Stresssituationen wie beispielsweise
neue Gruppenzusammensetzungen, Isolation sozialer Tiere und
psychische Belastungen wie Angst. Bereits in den 60iger Jahren des
vorherigen Jahrhunderts kam MASON (1968) zu der Erkenntnis, dass
unvorhersehbare und neue oder unsichere Situationen als besonders
starke Stressoren wirken und daher starke Stressreaktion
hervorrufen kénnen.

Stressreaktionen sind individuell unterschiedlich und hangen von
verschiedensten Faktoren, beispielsweise dem Alter, dem Geschlecht
oder dem Trachtigkeitsstadium ab (REEDER und KRAMER, 2005).
Es ist immer sinnvoll, akuten von chronischem Stress zu
unterscheiden (BEERDA et al., 1997). Nach dem Auftreten von
schwachen oder nur kurzzeitigen Stressreizen kann sich das Tier an
diese Stressoren gewdhnen und mit einer geringeren Stressreaktion
reagieren. Man spricht dabei auch von Habituation (THEWS und
VAUPEL, 1997).

Aber auch das Gegenteil kann der Fall sein. Sind die Stressreize sehr
intensiv oder langanhaltend kann es auch zu einer Sensibilisierung
kommen (BELDA et al., 2015).

Die korperliche Reaktion auf die verschiedenen Stressoren beginnt

im zentralen Nervensystem (ZNS). Im Hypothalamus werden die
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ankommenden Nervenimpulse in hormonelle Signale umgewandelt.
Man spricht von der sogenannten neuroendokrinen Kopplung
(CARRASCO und VAN DE KAR, 2003).

3.2 Endokrine Stressantwort

Die endokrine Stressantwort beginnt in verschiedenen Kerngebieten
des Hypothalamus, vor allem im Nucleus paraventricularis und lauft
dann Uber die Hypophyse zur Nebennierenrinde. Zunachst werden
die neurosekretorischen Zellen des Nucleus aktiviert und CRH
(Corticotropin Releasing Hormon) wird vermehrt produziert und
sezerniert. CRH bewirkt im Hypophysenvorderlappen die Freisetzung
von ACTH (Adrenocorticotropes Hormon) aus Proopiomelanocortin
(POMC).

Das ACTH wiederum bewirkt die Sezernierung von Glucocorticoiden
aus der Nebennierenrinde (VOIGT, 2003). Daher wird die hormonelle
Stressreaktion auch  Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
rinden-Achse (HHN-Achse) oder HPA-Achse (hypothalamic-pituitary-
adrenal axis) genannt. (MORMEDE et al., 2007).

Die Nebennierenrinde ist beim Saugetier in drei Schichten
gegliedert: Zona glomerulosa, Zona fasciculata und Zona reticularis.
Glucocorticoide werden vor allem in der Zona fasciculata gebildet,
Mineralocorticoide in der Zona glomerulosa und Androgene in der
Zone reticularis (VOIGT, 2003; VINSON, 2016).

Je nach Wirkung werden die Corticoide in drei Gruppen
unterschieden: Die Glucocorticoide wirken auf fast alle
Stoffwechselvorgange, besonders auf den Glukosestoffwechsel, die
Mineralocorticoide auf die Natriumausscheidung und
Kaliumretention. Das wichtigste Mineralocorticoid ist das Aldosteron
(HUBER, 2015).

Cortisol und Corticosteron als Glucocorticoide werden bei den

einzelnen Tierarten in unterschiedlichem Verhaltnis gebildet. Beim
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Delfin Uberwiegt das Cortisol (ORTIZ und WORTHY, 2000), wie bei
den meisten Saugetieren (COCKREM, 2013).

Nach der Sekretion werden die Corticoide zu Uber 90% an
cortisolbindendes Globulin oder Albumin gebunden (VOIGT 2003).

3.3 Neuronale Stressantwort

Die neuronale Stressantwort geschieht Uber die Aktivierung des
Nervus sympathicus, was eine Freisetzung von Noradrenalin aus den
peripheren sympathischen Nerven und eine Freisetzung von
Adrenalin und anderen Katecholaminen aus dem Nebennierenmark
zu Folge hat. ,Ein typischer Stimulus flr das sympathische
Nervensystem sind zum Beispiel Kampf- oder Fluchtsituationen. Die
Aktivierung des Sympathicus flihrt zu einer Mobilisierung von
Leistungsreserven, um das Tier an eine Belastungssituation
anzupassen" (DIENER, 2022). Dies fUhrt zu einer Erhéhung der
Herz- und Atemfrequenz, einer Erhéhung des Blutdrucks und einer
gesteigerten Glykogenolyse zur schnellen Bereitstellung von
Glucose. Die Aktivierung des Sympathikus geschieht wie bei der
endokrinen Stressantwort Uber CRH aus dem paraventrikularen
Nucleus des Hypothalamus. Diese Stressantwort wird Sympathikus-
Nebennierenmark-Aktivierung oder sympathico-adrenomedullare

Aktivierung (SAM-Aktivierung) genannt.

3.4 Akuter Stress

Akuter Stress entsteht beispielsweise durch die direkte Bedrohung
durch einen Beutegreifer. Nach der SAM-Aktivierung steigt innerhalb
kurzer Zeit der Corticoidspiegel. Durch einen negativen Feedback-
Mechanismus, der von der Konzentration der Corticoide im Plasma

ausgelost wird, wird die weitere Sekretion der Hormone gehemmt.
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3.5 Chronischer Stress

Chronischer Stress kann den oben erwahnten negativen Feedback-
Mechanismus stdéren, was eine (berschieBende, ungehemmte
Stressreaktion zur Folge hat (SAPOLSKY, 2000; SAPOLSKY et al.,
2000; MIZOGUCHI et al., 2001).

Dass chronischer Stress tddlich sein kann, zeigen am
eindrucksvollsten die Stuart-BreitfuBbeutelmause (Antechinus
stuartii) in Australien. Dort sterben die mannlichen Tiere nach nicht
einmal einem Lebensjahr an den Folgen der Kampfe um die
weiblichen Tiere. Der Tod der mannlichen Tiere ist auf die zehnfache
Erhéhung der Plasmacortisolwerte zurtckzufihren, die unter
anderem mit einem Zusammenbruch des Immunsystems
einhergeht, sodass die Tiere beispielsweise an bakteriell bedingten
Lebernekrosen, schwerwiegenden Parasitosen und anderen
Infektionskrankheiten sterben. Auch zeigen sie die auf einen
erhdhten Cortisolspiegel hinweisenden typischen Veranderungen im
Magen-Darmtrakt, wie Magenblutungen und Zwoélffingerdarm-
geschwire (BRADLEY et al., 1980; MCDONALD et al., 1981;
BRADLEY, 1990; VON HOLST, 1998). Werden mannliche Tiere vor
der Zuchtsaison gefangen und in menschlicher Obhut gehalten,
unterbleibt der Cortisolanstieg und die Tiere werden ebenso alt wie
die weiblichen BreitfuBbeutelmause (VON HOLST, 1998). DICKENS
und ROMERO (2013) schlussfolgern, dass es trotz Vvieler
Untersuchungen bisher nur wenige Antworten darauf gibt, wie
Wildtiere endokrinologisch auf Stressoren reagieren, die chronischen
Stress verursachen. Selbst in Tiermodellen flr chronischen Stress,
die seit langen Jahren erprobt sind werden immer wieder
unterschiedliche Ergebnisse gemessen (PATCHEV und PATCHEV,
2006).

Die Bestimmung von Glucocorticoiden ist ein sowohl beim Menschen
als auch bei Tieren weit verbreitetes Mittel zu Messung von Stress.
(ROMANO et al., 2010)
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Da die Glucocorticoide in allen Se- und Exkreten nachweisbar sind
(MORMEDE et al., 2007; AMARAL, 2010) haben sich bei freilebenden
Wildtieren und Wildtieren in menschlicher Obhut die nicht invasiven
Techniken vermehrt etabliert, da jegliche Form des Fangens und
Fixierens der Tiere mit Stress und somit mit einer Erhéhung des
Glucocorticoidspiegels einhergeht. Auch bei Haustieren werden
vermehrt nicht invasive Techniken angewendet (COOK, 2012), da
auch die Blutprobenenthahme mit einer Erhéhung des
Glucocorticoidspiegels einhergehen kann (ERHARD, 2010).

Ein besonders geeignetes Sekret ist Speichel. Dieser konnte
beispielsweise auch bei freilebenden Tieren wie Rhesusaffen (Macaca
mulatta) (HIGHAM et al.,, 2010), WeiBbuschelaffen (Callithrix
jacchus) (CROSS et al., 2004) oder Tupfelhyanen (Crocuta crocuta)
(MONTGOMERY et al., 2022) untersucht werden.

Bei anderen Wildtieren haben sich vor allem Kot- und
Urinuntersuchungen bewahrt. (CREEL et al., 2002; CREEL, 2005;
TOUMA und PALME, 2005; HOWELL-STEPHENS et al., 2012). Diese
Untersuchungen beschranken sich nicht nur auf Sdugetiere, auch
Reptilien zeigen Stressreaktionen in Form eines erhdhten
Glucocorticoidspiegels im Kot (KALLIOKOSKI et al., 2012). Liegt der
Focus mehr auf Ilanger zurlickliegenden oder andauernden
Stressreaktionsmessung, so werden kumulative keratinhaltige
Matrices (BERKVENS, 2012) wie Haare (STALDER und KIRSCHBAUM,
2012), Federn (REESE et al., 2020) oder Exuvien von Reptilien
(CARBAJAL et al., 2018) verwendet.

3.6 Cortisolsekretion bei Walen

Die Cortisolsekretion unterliegt sowohl bei Tieren als auch bei
Menschen tages- bzw. jahreszeitlichen Schwankungen (PALAZZOLO
und QUADRI, 1987; IRVINE und ALEXANDER, 1994; DE JONG et al.,
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2000; VAN EEKELEN et al., 2003; SAGE et al., 2004; VERHAGEN et
al., 2004; ASSENZA et al., 2009).

Bei tagaktiven Saugetieren steigt der Cortisolwert zu Beginn des
Tages an, um ausreichend Energie beispielsweise zur Fortbewegung
oder zur Futtersuche bereitzustellen. Bei nachtaktiven Tieren ist dies
umgekehrt (REEDER und KRAMER, 2005; TOUMA und PALME, 2005).
Auch beim GroBen Tummler sind die Blutwerte morgens héher als
abends (SUZUKI et al., 2003; SCHMITT et al., 2010). Andere Studien
scheinen jedoch einen anderen zirkadianen Rhythmus zu zeigen mit
einem Hohepunkt mitten in der Nacht und einem Tiefpunkt am
Abend (JUDD und RIDGWAY, 1977; SUZUKI et al., 2002). Diese
beiden Studien wurden jedoch unter flur das Tier stressigen
Bedingungen durchgefiihrt, was die physiologische Cortisolsekretion
verandert haben kdnnte. Tatsachlich wurden die Delfine ein bis zwei
Tage auBerhalb des Wassers in einem sogenannten Stretcher
gehalten, wobei wiederholt Blutproben entnommen wurden.

Die jahreszeitlichen Schwankungen des Cortisolspiegels sind
umstritten. Nach ORLOV et al. (1988) soll der Cortisol-Blutspiegel im
Winter/Frihling héher sein als im Sommer/Herbst, wahrend ST.
AUBIN et al. (1996) keine signifikanten saisonalen Unterschiede
feststellten. Auch FUNASAKA et. al. (2011) stellten saisonale
Unterschiede fest.

Untersuchungen an Buckelwalen (Megaptera novaeangliae)
ergaben, dass die Cortisolwerte in der Speckschicht saisonal
variierte, wobei Wale, die im Winter nach Norden zu den
Aufzuchtgebieten ziehen, signifikant hohere Werte aufwiesen als
Wale, die im Frihjahr nach Siden zu den Futterplatzen ziehen. Diese
Unterschiede kdnnten jedoch auf den zusatzlichen Stress
zurtickzufihren sein, dem die Wale wahrend der Geburt und
Aufzucht ausgesetzt sind (MINGRAMM et al., 2020).
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Das Alter scheint beim GroBen Tummler (Tursiops truncatus) keinen
Einfluss auf die Cortisolwerte im Blut zu haben (ST. AUBIN et al.,
1996).

4 Steroidmessungen bei Meeressaugern

Dass die HPA-Achse auch bei Meeressaugern funktioniert, wurde
durch ACTH-Stimulationstest bei Ringelrobben (Phoca hispida) (ST.
AUBIN und GERACI, 1986), beim Pazifischen Seehund (Phoca
vitulina richardii) (GULLAND et al., 1999), beim Stellerschen
Seeléwen (Eumetopias jubatus) (MASHBURN und ATKINSON, 2008)
und bei Seehunden (Phoca vitulina) (KEOGH und ATKINSON, 2015)
bewiesen. Auch die Reaktion der HPA-Achse auf akuten Stress ist bei
gehaltenen Belugas (Delphinapterus leucas) belegt (ST. AUBIN und
GERACI, 1990). Nicht nur Corticosteroide, auch andere
Steroidhormone (Androgene, Gestagene) sind zunehmend in den
Fokus von Forschungen Uber Meeressauger gerickt. Dabei wurde
auch immer mehr versucht, alternative Matrices zum Blut zu
verwenden. Deren Nutzung dient der Bestimmung
reproduktionsmedizinischer Fakten und auch dem
Informationsgewinn, um beispielsweise Sozialverhalten wildlebender
Tiere besser einschatzen zu konnen. Nicht zuletzt kdénnen die
Ergebnisse solcher Forschung auch helfen das Management von
Tieren in menschlicher Obhut zu optimieren.

Solche Untersuchungen wurden nicht nur bei Walen, sondern auch
bei anderen Meeressaugern wie dem Nordamerikanischen Fischotter
(Lontra canadensis) (ROTHSCHILD et al., 2008), dem No&rdlichen
Seeotter (Enhydra lIutris kenyoni) (WASSER et al., 2000), dem
Amazonas-Manati (Trichechus inunguis) (DE SOUZA AMARAL et al.,
2009) und dem Stellerschen Seeléwen (Eumetopias jubatus) (L.
PETRAUSKAS et al., 2006; L. R. PETRAUSKAS und ATKINSON, 2006;
L. PETRAUSKAS et al., 2008) durchgefihrt.
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Bei den Walen wurden in bisherigen Untersuchungen hauptsachlich
Geschlechtshormone analysiert. So bestimmte ATKINSON et al.
(1999) Progesteron im Blut, Speichel und Tranenfllssigkeit von
Kleinen Schwertwalen (Pseudorca crassidens). Geschlechtshormone
wurden im Urin von Schwertwalen (Orcinus orca) (WALKER et al.,
1988; ROBECK et al.; 1993, ROBECK et al., 2004) und beim
WeiBstreifendelfin (Lagenorhynchus obliquidens) (ROBECK et al.,
2009) untersucht. Der Blubber wird immer haufiger als Matrix flr
Hormonuntersuchungen bei Zahnwalen, wie beispielsweise dem
Gemeinen Delfin (Delphinus delphis) (KELLAR et al., 2006; KELLAR
et al., 2009), dem Nordlichen Glattdelfin (Lissodelphis borealis), dem
WeiBstreifendelfin (Lagenorhynchus obliquidens) (KELLAR et al.,
2006), und Bartenwalen, wie dem Atlantischen Nordkaper
(Eubalaena glacialis) (GRAHAM et al.,, 2021), dem Buckelwal
(Megaptera novaeangliae) (PALLIN et al., 2018) oder dem Blauwal
(Balaenoptera musculus) (ATKINSON et al., 2020). Auch fanden
bereits Hormonmessungen im Blas (HOGG et al., 2005; THOMPSON
et al., 2014) und in der Haut (BECHSHOFT et al., 2020) von GroBen
Tummlern statt.

Delfinkot ist aufgrund seiner eher schleimigen Konsistenz, die dazu
fihrt, dass er sich schnell mit Wasser vermischt, nicht nach dem
Kotabsatz zu gewinnen. Die einzige Madglichkeit ist Uber eine
Katheterisierung des Rektums. Die Ampulla recti ist beim
ausgewachsenen GroBen Tummler ca. 30 cm vom Anus entfernt. Um
Kotproben gewinnen zu kdnnen muss die Tiere darauf trainiert
werden, sich auf den Rlcken zu legen und dort zu verharren. Obwohl
diese Methode dadurch nicht einfach in der Durchfihrung ist, wurden
schon mehrere Untersuchungen zum Cortisolgehalt im Delfinkot
veroffentlicht (BIANCANI et al., 2017; CHAMPAGNE et al., 2018;
HOUSER et al., 2021; MERCERA et al., 2021).
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Bei Blutuntersuchungen wildlebender GroBer Tiummler betrug nach
Untersuchungen von ORTIZ und WORTHY (2000) die
durchschnittliche Serumcortisolkonzentration 2,8 pg/dl, wahrend die
durchschnittliche Serumcorticosteronkonzentration lediglich 7,4
ng/ml betrug. GALLIGAN et al. (2018) konnten mittels LC-MS/MS
auch feststellen, dass Cortisol das hauptsachlich im Blut vorhandene

Steroidhormon darstellt.

5 Speicheluntersuchungen

Schon seit einiger Zeit wird die Speichelprobenentnahme als eine
etablierte Methode verwendet um beispielsweise bei Haustieren
schnell, oft und stressfrei Cortisolmessungen durchzufiihren. Dass
die gemessenen Werte mit dem Cortisolspiegel im Blut korrelieren
kdnnen, ist schon seit vielen Jahren bekannt. Korrelationen wurden
beispielsweise flr Ziegen (GREENWOOD und SHUTT, 1992; SINGH
et al., 2018), Schafe (FELL et al., 1985; ANDANSON, BOISSY et al.,
2020) Schweine (PARROT und MISSON, 1989; SCHONREITER,
1996; BUSHONG et al., 2000), Pferde (KRONER, 2006; STRZELEC
und KOWALIK, 2013) und Hunde (VINCENT und MICHELL, 1992;
BEERDA et al., 1996) nachgewiesen. Dabei ist es bemerkenswert,
dass sich hochsignifikante Zusammenhange vor allem dann ergeben,
wenn die Stressachse aktiviert ist. Bei den Basalwerten wurden bei
Schweinen und Schafen keine Korrelationen festgestellt. ANDANSON
(2020) fand heraus, dass eine starke Korrelation zwischen dem im
Speichel und dem im Plasma gemessenen Cortisolgehalt bei Schafen
nur vorliegt, wenn der Plasmacortisolgehalt iber 55 nmol/l betragt.
Erklart werden kénnen diese Phanomene dadurch, dass nur das freie
Cortisol aus dem Plasma in den Speichel Ubertreten kann (VINING
et al., 1983).

Die Speicheluntersuchung kann aber fehlerbehaftet sein, so wies
LEWIS (2006) darauf hin, dass Steroide aus Blut oder Plasma Uber
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orale Abrasionen oder direkt aus Lebensmitteln in den Speichel

gelangen kénnen.

6 Blutuntersuchungen

Das Fangen der (wildlebenden) aquatischen Sauger fuhrt
gemeinsam mit der Prozedur der Blutentnahme zu einem ACTH-
Anstieg (GULLAND et al., 1999; DESPORTES et al., 2007). Das
wurde auch flur Beluga (Delphinapterus leucas) (SCHMITT et al.,
2010), Schlankdelfine (Stenella attenuata) (ST. AUBIN et al., 2013)
und GroBe Tummler (Tursiops truncatus) (THOMSON und GERACI,
1986) nachgewiesen. Einige weitere Studien Uber die GroBen
Tummler (Tursiops truncatus) basieren nicht auf Speichel- sondern
auf Blutuntersuchungen (SUZUKI et al., 1998; SUZUKI et al., 2002;
SUZUKI et al., 2003). Jedoch sind sich haufig wiederholende
Blutentnahmen beim GroBen Timmler mit einem erhdhten
Infektionsrisiko und einer erhéhten Entzindungsgefahr verbunden
(PEDERNERA-ROMANDO et al., 2006).

Im Jahr 2006 wurde eine Untersuchung von PEDERNERA-ROMANO
et al. veroéffentlicht, nach der die Cortisolkonzentration im Speichel
von GroBen Tummlern annaherungsweise 27% der
Cortisolkonzentration im Blut betragt. ROMANO et al. (2010) gehen
nach einer Untersuchung vier Jahre spater davon aus, dass ca. 10%

der Blutglucocorticoidkonzentration im Speichel vorhanden sind.

7 Ziel der Untersuchung

Das Ziel der Untersuchung war eine kritische Auseinandersetzung
mit der nichtinvasiven Methode der Stressmessung mittels
Speichelcortisolmessung beim  GroBen Tummler (Tursiops
truncatus). Bisher gibt es kaum Untersuchungen zu diesem Thema;
die wenigen, die es gibt sind zudem nicht miteinander vergleichbar.

Daher erschien es wichtig, die Methodik der Speichelproben-
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entnahme naher zu beleuchten, die Anwendungsgebiete und die
Grenzen aufzuzeigen. HierfUr musste eine validierbare Methode
entwickelt werden.

Wahrend es bei landlebenden Sdaugetieren einfach ist, die
Verdinnung des Speichels auszuschlieBen besteht bei den
Meeressaugern immer die Gefahr, dass mehr oder weniger viel
umgebendes Wasser im Schnabel der Tiere ist und die Speichelprobe
verdinnt. Daher mussten wir zunachst eine geeignete Stelle zur
Probennahme finden.

AuBerdem galt es, weitere Einflussfaktoren auf den
Speichelcortisolgehalt auszuschlieBen. Denn wie bereits ausgefthrt
schwanken viele biologische Parameter bei Tieren und ein
tageszeitlicher Rhythmus ist eine weitverbreitete Eigenschaft bei
Saugetieren (REFINETTI, 2006), daher war es bei allen unseren
Untersuchungen wichtig, diese madglichst zur gleichen Tageszeit
durchzufihren.

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor, der von uns aufgezeigt werden
konnte, betraf den Einfluss von vor der Speichelprobenentnahme

gegebenem Futterfisch auf den Speichelcortisolgehalt.

Weiter mussten wir bereits fur die Untersuchung von menschlichem
Speichel validierte Labormethoden auf ihre Anwendbarkeit flr
Delfinspeichel Uberprifen und durch eigene Untersuchungen

validieren.

Zudem wurden noch die Daten der Cortisolbestimmung im Blut Gber
einen Zeitraum von 10 Jahren im Hinblick auf die
Unterscheidungskriterien Art der Blutprobenentnahme (lber
Training oder auf der Hebeblihne) und Gesundheitsstatus der Tiere
ausgewertet, und es wurde versucht, eine Korrelation bezlglich des

Speichelcortisolgehalts und des Blutcortisolgehalts festzustellen.
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Zusammenfassung:

Eine zentrale Aufgabe von Zoos und Aquarien ist die regelmaBige
und genaue Bewertung des Wohlergehens ihrer Tiere. In jlingster
Zeit wurden wichtige Schritte unternommen, wie die Einfihrung von
Instrumenten und von Entscheidungsbaumen zur Bewertung des
Wohlergehens von Tieren. Um das Wohlergehen der Tiere zu

bestimmen, ist es nicht nur wichtig, lebensgeschichtliche Daten wie

Veroffentlichung 19



Langlebigkeit und Fortpflanzungserfolg zu sammeln, sondern auch,
dass erfahrene Beobachter oder Pfleger regelmaBig
Verhaltensbeobachtungen durchfihren, um den emotionalen
Zustand der Tiere zu beurteilen. Zur physiologischen Validierung von
Tierschutzbeobachtungen wird in der Regel der Glucocorticoidspiegel
bestimmt, da er ein gangiger Indikator flir Stress ist. Wahrend diese
Werte bei vielen Tieren leicht liber Kot- oder Haarproben bestimmt
werden kénnen, werden sie bei Walen und Delfinen in der Regel Gber
Blutproben ermittelt. Da Blutproben nicht sehr haufig enthommen
werden koénnen und das Verfahren fir die Tiere Stress bedeuten
kann (wenn die Proben nicht nach einem medizinischen Training
enthommen werden), sind andere Techniken, wie die Messung von
Gesundheits-Biomarkern (insbesondere Cortisol, das im Speichel
gemessen werden kann), in den Mittelpunkt der Stressforschung bei
Walen gerlickt. Es gibt jedoch zwei Probleme im Zusammenhang mit
Speichelmessungen bei Walen: Der Speichel kann entweder mit
Beckenwasser verdlinnt oder durch Futterfische verunreinigt sein, da
gefrorener Fisch in der Regel hohe Cortisolwerte enthalt. In unserer
Studie untersuchten wir, wie der Cortisolspiegel im Speichel mit dem
Cortisolspiegel im Blut zusammenhangt und wie der Cortisolspiegel
im Speichel durch Futterfisch beeinflusst werden kann. Wir
untersuchten Speichel- und Blutproben von elf GroBen Timmlern
(Tursiops truncatus), die in einer AuBen- und Innenanlage in
Deutschland gehalten wurden. AuBerdem haben wir die
Cortisolwerte verschiedener Futterfischarten untersucht. Unsere
Daten zeigen, dass die Cortisolwerte im Speichel bei Stress und
Erregung zwar erhdéht sind, aber offenbar nicht mit den
Cortisolwerten im Blut korrelieren. Wir zeigen auch, dass die
Speichelcortisolwerte nach der Fltterung um das bis zu 100-fache
erhdht sind. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass
Speichelcortisolmessungen bei Delfinen mit Vorsicht durchgefihrt

und berucksichtigt werden miussen, da sie leicht kontaminiert
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werden kénnen. AuBerdem ist es wichtig, die richtige Labormethode
zu verwenden, um Cortisol spezifisch nachzuweisen; in unserer

Studie haben wir zuverlassige Tests mit LC-MS/MS durchgeflhrt.

Veroffentlichung 21



f animals

Article

Saliva and Blood Cortisol Measurement in Bottlenose
Dolphins (Tursiops truncatus): Methodology, Application,

and Limitations

Daniela Rickert 12, Ralph Simon 1'*(, Lorenzo von Fersen

10, Katrin Baumgartner !, Thomas Bertsch 3,

Clemens Kirschbaum 4 and Michael Erhard 2

check for
updates

Citation: Rickert, D.; Simon, R.; von
Fersen, L.; Baumgartner, K.; Bertsch,
T.; Kirschbaum, C.; Erhard, M. Saliva
and Blood Cortisol Measurement in
Bottlenose Dolphins (Tursiops
truncatus): Methodology, Application,
and Limitations. Animals 2022, 12, 22.
https:/ /doi.org/10.3390/ani12010022

Academic Editor:
Nadja Wielebnowski

Received: 17 November 2021
Accepted: 18 December 2021
Published: 23 December 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

1 Nuremberg Zoo, 90480 Nuremberg, Germany; daniela.rickert@amberg-mail.de (D.R.);

lorenzo@vonfersen.org (L.v.E); Katrin.Baumgartner@stadt.nuernberg.de (K.B.)

Department of Veterinary Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Institute of Animal Welfare, Ethology and
Animal Hygiene, Ludwig-Maximilians-University, 80637 Munich, Germany;
M.Erhard@tierhyg.vetmed.uni-muenchen.de

Institute of Clinical Chemistry, Laboratory Medicine and Transfusion Medicine, Nuremberg General Hospital,
Paracelsus Medical University, 90419 Nuremberg, Germany; thomas.bertsch@klinikum-nuernberg.de
Department of Psychology, Faculty of Science, Institute of General Psychology, Biopsychology and Methods of
Psychology, Technische Universitat Dresden, 01069 Dresden, Germany; clemens.kirschbaum@tu-dresden.de
Correspondence: Ralph.Simon@stadt.nuernberg.de

Simple Summary: Animal welfare assessments in zoological facilities are becoming increasingly
important. Two main assessment tools are behavioral observations and stress hormone measurements.
At our facility (Nuremberg Zoo), cortisol levels are routinely determined every time blood samples
are taken. We can show that the blood cortisol content of bottlenose dolphins depends on the way in
which sampling is performed. Cortisol levels are significantly lower when blood samples are taken
during voluntary medical training compared to when dolphins are sampled on a lifting platform,
which results in higher cortisol levels. For a subset of the blood cortisol data, we simultaneously
sampled saliva cortisol. However, we did not find any correlation between saliva cortisol and blood
cortisol values. We also tested whether saliva samples are contaminated by fodder fish or diluted
by pool water, finding that some fish and squid species exhibit high cortisol values. Consequently,
dolphin saliva is highly contaminated directly after feeding, and increased values can be measured
up to 4 min after feeding. We recommend being very careful when sampling saliva, and interpreting
saliva cortisol values with caution.

Abstract: A central task of zoos and aquaria is the frequent and accurate assessment of their animals’
welfare. Recently, important steps have been made, such as the introduction of animal welfare
evaluation tools and welfare decision trees. To determine animal welfare, it is not only important to
collect life history data, such as longevity and reproductive success, but also for experienced observers
or caretakers to conduct behavioral observations on a regular basis to assess animals” emotional state.
To physiologically validate welfare observations, glucocorticoid levels are usually assessed, as they
are a common indicator of stress. While, for many animals, these levels can be easily determined
via fecal or hair samples, for cetaceans, the levels are usually determined via blood samples. As
blood samples cannot be taken very frequently and the process may cause stress to the animals (if
the samples are not taken following medical training), other techniques, such as the measurement
of health biomarkers (especially cortisol, which can be measured in saliva), have become the focus
of cetacean stress research. However, there are two problems associated with saliva measurements
in cetaceans: saliva might either be diluted with pool water or be contaminated by fodder fish, as
frozen fish usually contains high levels of cortisol. In our study, we investigated how saliva cortisol
levels are connected to blood cortisol levels and how saliva cortisol can be influenced by fodder fish.
We examined saliva and blood samples in eleven bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) kept in an
outdoor and indoor facility in Germany. Furthermore, we assessed the cortisol levels of different
kinds of fodder fish. Our data show that, although saliva cortisol values are elevated under stress
and arousal, they seem not to be correlated with blood cortisol values. We also show that, after

Animals 2022, 12, 22. https:/ /doi.org/10.3390/ani12010022

Veroffentlichung

https://www.mdpi.com/journal /animals

22


boehmerti
Linien

boehmerti
Textfeld
Veröffentlichung                                                                                                                                   22


Animals 2022, 12,22

20f21

Veroffentlichung

feeding, saliva cortisol values are increased up to 100-fold. Our results suggest that saliva cortisol
measurements in dolphins have to be conducted and considered with care, as they can easily be
contaminated. Moreover, it is important to use the right laboratory method in order to specifically
detect cortisol; in our study, we conducted reliable tests, using LC-MS/MS.

Keywords: animal welfare; bottlenose dolphin; Tursiops truncatus; stress measurement; saliva cortisol;
blood cortisol

1. Introduction

Animal welfare—in particular, cetacean welfare—is currently defined along different
lines. One approach defines welfare as the balance of the positive and negative affective
states [1]. Other approaches focus more on physical conditions, activity patterns, and
physiological markers [2-5]. Currently, different welfare assessment protocols that try to
standardize welfare assessments and approach animal welfare more holistically are used.

Since the 1990s, the ‘five freedoms’ have been used as a basis for evaluating animal
welfare in livestock farms [6]. Mellor (2016) further developed this idea and pointed out
that it is important to minimize the negative experiences of animals and, at the same
time, provide opportunities for them to have positive experiences [7]. In order to verify
this notion and obtain a more holistic view of the welfare of an animal, specific animal-
related criteria must be developed. The so-called C-Well® protocol [8] is one of the first
welfare assessment tools developed for bottlenose dolphins (Tursiops truncatus); however,
it does not include behavioral observations made using a systematic approach. Another
protocol is the American Humane [9,10], which is a conservation certification program that
consists of the evaluation of the facility and management of animals by experts in the field.
The European Association for Aquatic Mammals (EAAM) recently launched the Dolphin
WET (Welfare Evaluation Tool) project. Another tool, the welfare decision tree [2], was
introduced during the 1st Welfare Workshop from 3 to 5 May 2016 at Nuremberg Zoo. The
assessment of the glucocorticoid levels of animals is also part of this decision tree.

Modern stress theory defines stress as a state in which homeostasis is lost [11]. Different
stressors are known; they are usually divided into two different groups: physical, such
as heat and cold, and psychological, such as fear and frustration. The physical response
to various stressors begins in the central nervous system (CNS). In the hypothalamus,
incoming nerve impulses are converted into hormonal signals. This is referred to as
neuroendocrine coupling [12,13].

The endocrine stress response begins in the paraventricular nucleus of the hypothala-
mus and then runs via the pituitary gland to the adrenal cortex. Initially, the neurosecretory
cells of the nucleus are activated and CRH (corticotropin-releasing hormone) is increasingly
produced and secreted. CRH causes the release of ACTH (adrenocorticotropic hormone)
in the anterior pituitary. ACTH, in turn, causes the secretion of glucocorticoids from the
adrenal cortex. Therefore, the hormonal stress response is also called the hypothalamic—
pituitary—adrenal (HPA) axis [14]. Various studies have shown that cortisol secretion in
both animals and humans is subject to daily and seasonal fluctuations [15-21]. In mammals
active during the day, the cortisol level rises throughout the morning and falls over the
course of the day [22].

Glucocorticoids can be detected in blood; in different body fluids, such as saliva; in the
skin; and even in the excreta [14,23] or blow [9]. As in some cases the sampling procedure
itself can be a source of stress [24], it would be useful to be able to measure cortisol using
less invasive matrices. The use of non-invasive techniques, such as saliva sampling, has
become increasingly established, especially in wild animals and zoo animals [25]. Non-
invasive techniques are also more frequently used in pets, as blood sampling itself can
also lead to an increase in glucocorticoid levels [26]. In some cases, to circumvent stress,
animals can be trained to voluntarily allow blood sampling, which then does not require
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any restriction. Dolphins were among the first zoo animals in which this training was
started and perfected. Today, blood sampling is an everyday part of the husbandry routines
of these animals.

The primary glucocorticoid that has been identified and studied in dolphins is corti-
sol [27,28]. First studies on cortisol levels in bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) mainly
used blood tests [29-32] to measure cortisol. However, it was shown that too-frequent
blood sampling in bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) may not be feasible because of
the risk of inflammation.

In other wild animals, feces and urine tests have proved particularly effective [33-38].
These investigations are not limited to mammals; reptiles also show stress reactions in the
form of increased glucocorticoid levels in the feces [39]. Hair has also been found to be a
suitable matrix in humans [40] and other mammals [41-43], and feathers have been used
in birds [44] in cases where glucocorticoid levels over longer periods were of interest, as
cortisol is incorporated throughout the growth phase of hair and feathers [45].

Fecal samples can also be obtained from bottlenose dolphins (Tursiops truncatus). This
is usually achieved by the catheterization of the rectum [46—49]. In order to obtain fecal
samples, animals must be trained to lie on their backs and remain there. Since the ampoule
is not regularly filled with feces, this method is not only more time-consuming but requires
additional training and is also difficult to conduct on a regular basis. Urine samples can
also be collected through training [50].

A feasible method for frequent, non-invasive sampling in mammals is saliva collection.

The major salivary glands in almost all mammals are the parotid, sublingual, and
submandibular glands. These glands, and hundreds of small salivary glands (labial, buccal,
palatal, and lingual) secrete saliva with different compositions [51-53].

Saliva sampling has been used in different species as an established method for
performing fast, frequent, and non-invasive cortisol measurements. The fact that the
measured values correlate with the blood cortisol level has been proven for several different
species such as goats, sheep, pigs, horses, and dogs [54,55]. Even in free-ranging animals,
it is possible to collect saliva, as was shown for rhesus monkeys (Macaca mulatta) [25], for
example.

Although it is relatively easy to obtain uncontaminated saliva from terrestrial mam-
mals, for aquatic mammals this is much more challenging, because saliva samples can
be diluted with pool water. Sampling must, therefore, take place under conditions that
exclude or prevent contamination with pool water as far as possible. For this purpose,
sites in the mouth that are usually not contaminated with water but still contain enough
saliva to allow measurement should be aspirated. Whether pool water is present in the
saliva samples obtained is almost impossible to determine. In saliva there are no enzymes,
hormones, or salt concentrations, etc., which would always occur in the same form, as it is
the case for blood.

Only a few studies have been carried out on the salivary or blood cortisol content
of dolphins. These have been conducted with different objectives: A first study with
dolphins showed that simultaneous measurements of saliva and blood cortisol showed
that saliva cortisol concentrations represent 10% to 27% of the cortisol level in blood [56,57].
Ugaz et al. (2013) published a study on 23 bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) kept in
four different holding facilities. Saliva samples were collected once daily, in the morning,
from fasting animals. The dolphins showed salivary cortisol levels between 0.0116 and
1.5109 nmol/L [58]. Furthermore, Monreal-Pawlowsky et al. used the salivary cortisol
concentration as a possible welfare indicator [59].

In addition to the dilution problem mentioned above, there is the possibility of the
contamination of samples with fodder fish. Dolphins in human care rarely use their teeth to
loot-catch. Fish are usually given by keepers into the dolphin’s opened mouth. Dolphins do
not chew their food but swallow it whole. When swallowing, the tongue is pressed against
the palate. Liquid from fodder fish can enter the mouth of the dolphin and contaminate the
saliva sample. This could contaminate the saliva with cortisol from the fodder fish [60-62].
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In summary, in contrast to terrestrial mammals, saliva sampling in aquatic mammals
features particular challenges. Additionally, in our opinion, the correlation between blood
cortisol content and salivary cortisol content is not clear.

The primary purpose of this study was to test whether salivary cortisol can be used as
a measure to estimate HPA axis activity in dolphins. In the first phase, we tested whether
salivary cortisol measurements correlate with time-matched blood cortisol levels.

For this study, we investigated the informative value of saliva cortisol samples under
different dilution and contamination scenarios for bottlenose dolphins (Tursiops trunca-
tus), and tested how saliva cortisol levels are correlated with blood cortisol levels. We
investigated the following hypotheses: (1) saliva can be contaminated by fodder fish that
contain high amounts of cortisol, (2) saliva can be diluted with pool water. To exclude
contamination with cortisol from fish, we assessed the cortisol contamination of different
types of fodder fish and conducted a feeding experiment with five bottlenose dolphins
(Tursiops truncatus) to demonstrate how a fish meal can influence saliva cortisol values.
Moreover, we tested if and how both levels are correlated using simultaneous blood and
saliva cortisol measurements.

2. Materials and Methods

Animals: During the time in which our study was carried out, 11 bottlenose dolphins
(Tursiops truncatus) were living at Nuremberg Zoo and data were collected from all of these
animals. Table 1 provides an overview of the animals and their individual contributions to
the datasets and experiments. The blood samples were all taken due to medical indication
in the years 2010 to 2020. The simultaneous blood and saliva sampling was conducted in
the years 2018 and 2019. Again, the blood samples were taken because of a medical reason.
Almost all blood samples were taken early in the morning. The feeding experiments took
place in July and August 2019 (experiment I) and February 2020 (experiment II) and were
always started in the morning at 8 am, before the first meal. As we had a very tight sampling
procedure, the feeding experiment could only be conducted with certain, well-cooperating
individual dolphins.

Table 1. Overview of the study animals and the tests and experiments they participated in.

. Blood Blood vs. Saliva Feedin Feedin,
Name Sex Born Birth Year Cortisol Cortisol Experimeit I Experimer%t II
Anke female wild ca. 1983 X X X -
Arnie male captive 2000 X - -
Jenny female wild ca. 1987 X X X -
Moby male wild ca. 1960 X X - -
Noah male captive 2000 X - - -
Rocco male captive 2005 X - - -
Nami female captive 2014 X X - -
Dolly female  captive 2007 X - X X
Donna female  captive 2007 X - X X
Sunny female captive 1999 - - X X
Joker male captive 1991 X - - -

Veroffentlichung

Housing: The dolphins were housed in an indoor and outdoor facility with three
different indoor pools and five outdoor pools, which were connected to each other and had
a total volume of salt water of more than 7 million liters. The depths varied from 7 m to
0.5 m. The indoor part featured a lifting platform in a so-called round-pool, which had
a double floor. The upper, lattice-shaped floor could be raised automatically so that the
animals could be lifted completely or partially out of the water.

The pools contained a closed life support system with ozone and a small amount of
chlorine as a disinfectant. The animals were fed with different types of fish and cephalopods
(herring (Clupea), mackerel (Scomber scombrus), capelin (Mallotus villosus), sardines (Sardina
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pilchardus), sprat (Sprattus), and squid (Loligo spp.)). Training was based on positive
reinforcement. All the animals were trained for different behaviors to facilitate/allow
medical inspection, diagnostics, or treatment. A staff of eleven full-time employed qualified
zookeepers took care of the animals.

The water temperature was usually between 17 °C and 20 °C, during summer it
sometimes went higher but never above 25 °C. In winter the water temperature was
always kept above 14 °C. Down to an outside air temperature of —4 °C, the animals had the
possibility to freely choose between inside and outside pools. As soon as the air temperature
permanently fell below —5 °C, the animals were kept indoors. To enlarge the heated indoor
space during winter an air dome was placed over both upper pools (see Figure 1). The air
temperature at the indoor facilities was kept higher than the water temperature and was at
least 15 °C.

Figure 1. Scheme of the outdoor pools, called the lagoon, where the dolphins were housed.

Saliva sampling method: We established our saliva sampling protocol based on the
following considerations. All sampling procedures were carried out while the animal
remained in the pool. In this way, it could be ensured that repeated sampling procedures
could be conducted with every animal at any place in the pool. At Nuremberg Zoo, the
dolphins are trained to allow several medical behaviors, including saliva sampling. To
take a saliva sample, the animals had to stretch their heads out of the water, open their
beaks, and keep them open while the sample was taken until the reward whistle (secondary
reinforcer) was blown.

Our second consideration was to find the best place to take saliva samples in the mouth
of the dolphin. Salivary glands end in the whole mouth, but according to our experience
watery accumulations, which could be saliva or pool water, often occur at the base of the
tongue. Sampling on the palate was not possible because there was not enough saliva
available. It turned out that the fluid obtained at the side of the tongue was more viscous
than the fluids obtained elsewhere. Therefore, we assumed that the saliva in this region
is the least diluted. For our method, it was important that the fluid obtained remained
comparable and, therefore, we chose the side of the tongue as the best sampling area.

The specially designed Sarstedt “Cortisol-Salivette” (order number: 51.1534.500) was
used for saliva sampling. This consists of a 4.2 cm-long roll of synthetic wadding that is
inserted into a plastic container containing a small hole at the bottom and is located in
a plastic tube. After taking the sample, the centrifugation of the Salivette device results
in low-viscosity saliva at the bottom of the tube. The zookeepers who took the samples
followed the instructions listed in the Appendix A. For sampling, the swab was moved
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back and forth on the side of the tongue for 5 s (see Figure A1). After sampling, the samples
were centrifuged for 5 min at 5000 rpm in the veterinary laboratory, and then the saliva
remained in the tube was stored at —20 °C or lower.

Laboratory methods used to analyze saliva: the swabs were tested for their cortisol
content using the following methods: Liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS): Cortisol levels were quantified by liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry, as described in detail elsewhere [63]. The intra-
and interassay coefficients of variation are below 10% for this method. These samples were
examined in the laboratory of the Chair of Biopsychology, Technical University Dresden.

Validation of the saliva cortisol measurement method: Since there are no validated
tests for measuring salivary cortisol concentrations in dolphins, we had to find a way to
validate the laboratory methods ourselves. For this, we used a series of diluted saliva
samples from one bottlenose dolphin (Tursiops truncatus, Moby). In 2017, samples were
collected, frozen, and pooled over some days in order to obtain a good quantity of saliva.
The saliva was then defrosted, divided, and diluted with 0.9% NaCl solution to create a
dilution series as follows: 100% saliva, 75% saliva/25% NaCl, 50% saliva/50% NaCl, 25%
saliva/75% NaCl, 100% NaCl. The diluted samples were again divided into 60 cuvettes
(12 cuvettes for each concentration level) and sent blinded to 4 different laboratories (Lab
names were anonymized; we will use the following names: Lab B, Lab E, Lab D and Lab
R). Each laboratory received three cuvettes of each concentration level. With this dilution
series, we aimed to find out which laboratory methods were most suitable for measuring
the correct cortisol content on a relative scale. The laboratories worked with different
methods: Two laboratories worked with LC-MS/MS (Lab D and Lab R). Lab D additionally
worked with a CLIA (Chemiluminescence Immunoassays (CLIA) from IBL international,
now Tecan), a specially designed test for the detection of cortisol in human saliva. Lab E
used the same CLIA kit from IBL and Lab B worked with an EIA (Enzyme Immunoassay
(EIA) Cortisol EIA Detection kit, Neogen Europe, Ayr, UK), a test for the quantitative
analysis of cortisol levels in biological fluid. We expected that all laboratories would give
comparable results for samples with identical concentrations and that the readings would
reflect the dilution series. We also expected that cortisol would not be measurable in the
samples that did not contain saliva. This expectation was met only by laboratories working
with the LC-MS/MS method (Lab D and Lab R). Lab B and Lab E were not able to detect
anything and, therefore, could not provide any results. Lab D was able to display the
dilution series correctly, both with the CLIA and the LC-MS/MS assay; however, for the
CLIA the values varied greatly within the same dilution level (see Figure 2). Lab R, which
worked with LC-MS/MS provided similar results as Lab D. Fitting a linear regression
model showed that only 46.5% of the variation in cortisol levels could be explained by
the proportion of saliva involved (LM, F; 19 = 7.815; p = 0.0209); see Figure 2. Fitting a
linear regression model to the LC-MS/MS, however, showed that 92.3% or 96.1% of the
variation in cortisol levels could be explained by the proportion of saliva involved (Lab R:
LM, Fy 10 =120.1; p < 0.001; Lab D: LM, F; 19 = 243.8; p < 0.001; see Figure 2). We analyzed
all subsequent samples with the LC-MS/MS method at the Lab D, the laboratory of CK in
Dresden, Germany.

Blood collection procedure: Blood samples are taken regularly as part of routine
medical practice. The frequency at which they are taken depends on the age and health
status of the animals. When taking blood via training, the dolphin presents its fluke out of
the water on demand. The animal remains under signal control until the blood collection
procedure is finished. However, the animal can leave the situation at any time by swimming
away. As mentioned before, the dolphins are trained to allow several medical behaviors.
The animals are trained to be handled on a lifting platform on almost a daily basis. In cases
where blood sampling must be carried out under restraint conditions, the dolphin will lie
on a soft mattress and be restrained by their trainers, who position themselves on both
sides of the dolphin.

27


boehmerti
Linien

boehmerti
Textfeld
Veröffentlichung                                                                                                                                   27


Animals 2022, 12,22

7 of 21

Veroffentlichung

0.75 1 ®
=
=
g 0.501
£
©
0
£
[e]
O 0.251
== [abD_LCMS
< === |[abD_IBL
0.00
=& [abR_LCMS
25 50 75 100

Proportion saliva (%)

Figure 2. Dilution series for saliva cortisol analyzed at two laboratories (Lab R and Lab D). Saliva
was collected over some days, accumulated, and then diluted with different proportions of 0.9%
NaCl solution. Saliva samples were analyzed with two different methods LC-MS/MS (LC-MS) and
immunoassays (IBL).

Laboratory methods for evaluating blood: The blood samples were all examined in
the laboratory of the Institute of Clinical Chemistry, Laboratory Medicine and Transfusion
Medicine—Nuremberg General Hospital. The cortisol value was also routinely determined,
even if the reason for the examination was always different. Cortisol in heparinized plasma
or serum was measured until the end of October 2015 using the ‘Elecsys Cortisol” assay
from Roche Diagnostics (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). From November 2015,
the ‘Elecsys Cortisol II” assay from Roche Diagnostics was used for analysis. According
to the manufacturer, the “Elecsys Cortisol II” assay showed approx. 20% lower cortisol
concentrations. Until September 2011, only whole numbers were used for statistics, as
only whole numbers were displayed as results in the laboratory information system (LIS).
Afterwards numbers with one decimal place were displayed in the LIS and used for
statistics. The lowest value transferred from the laboratory instrument to the LIS was
0.1 pg/dL.

Comparison of cortisol in saliva and blood: In order to compare the correlation
between blood and saliva cortisol, both parameters were assessed for four animals during
different medical examinations (for example, X-rays). A single blood sampling procedure
and multiple saliva sampling procedures were always used. The time at which the blood
and saliva samples were taken was recorded precisely; see Figure 3.
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Figure 3. Exemplary sampling scheme for the simultaneous blood and saliva sampling.
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Cortisol contamination by fodder fish: As previous studies have shown, the fishing
method (rod or line) used can lead to a significant increase in cortisol in many fish species,
for example, red snappers (Pagrus auratus) [64]. Therefore, we assumed that the fodder
fish given to dolphins may also contain significant levels of cortisol. In order to verify
this assumption, the cortisol content of the thawing water of various feed fish species and
cephalopods was examined by LC-MS/MS (herring (Clupea), mackerel (Scomber scombrus),
capelin (Mallotus villosus), sardines (Sardina pilchardus), and squid (Loligo. spp.)). We
thawed a complete palette of fish and squid, collected the thawing water, and stirred
it. This prevented the formation of phases (fish mucus and water). We took samples by
immersing a Salivette in the thawing water and then treated it as we would a saliva sample.
We used different pack sizes for different fish species. We took one sample each from 20 kg
of Atlantic herring, 15 kg of Baltic herring, 20 kg of mackerel, 5 kg of capelin, 8 kg of squid,
and 8 kg of sprat.

Feeding experiment I: To measure the impact of fodder fish on saliva cortisol values,
we took three samples before reinforcement and one sample directly after the dolphins
swallowed the fish. Saliva samples were taken from three dolphins (Sunny, Donna, and
Dolly) each morning between 8:00 and 8:15 a.m. according to the described sampling
protocol. In total, 128 samples were taken. Only six samples could not be used for analysis,
as they were either empty or had insufficient amounts of saliva. In order to exclude a
possible dilution effect by water, the experimental setup was defined as follows: The
animals were not fed before sampling. They were called individually to the border of the
pool, after which they opened their mouth on command. The idea was to offer ice cubes or
gelatin cubes to the animals so that the remaining water would be swallowed by ingesting
the cubes. Only if the mouth was apparently free of water a saliva swab was taken. Then,
the animal was sent away. About one minute later, it was called again and the second
swab was taken under the described conditions. We continued to take a third swab in the
same way. Only after the third sampling the fish was given as a reward. A fourth sample
was taken after the reward to detect the possible influence of the fodder fish. To take the
samples, the animals were divided into several groups at short notice so that one trainer
could always take care of one animal. Otherwise, the daily routine was not modified.

Feeding experiment II: We were further interested in whether the values of cortisol
in the thawing water of the fish correlated with the values in dolphin saliva. At the same
time, we wanted to find out whether the salivary cortisol value quickly returned to normal
after the fish were given. Therefore, the experimental set-up was modified as follows: The
first two samples were taken without fish being given as a reward; after the second sample
was taken, the dolphin got a reward of five capelin (Mallotus villosus) (ca. 150-200 g per
fish); directly after this, the third sample was taken. Afterwards, three more samples were
taken up to 6 min after feeding, for which the animals were sent away and recalled as
before, again without receiving fish as a reward; they received ice cubes or gelatin as a
reward instead (see Figure 4). In order to exclude the possible effect of the gelatin obtained
from pork rind, the gelatin was also sampled daily. Five female dolphins (Anke, Dolly,
Donna, Jenny, and Sunny) took part in this experiment. Two saliva samples were taken
before feeding, one with feeding, and three more samples after feeding. We took a total of
180 saliva samples.
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Figure 4. Fixed saliva sampling schemes used for (A) feeding experiment I and (B) feeding experi-
ment II.

Statistics: Statistical analysis was conducted in Rstudio (Version 1.2.5042, Rstudio,
Inc.) using the Ime4 package by Bates et al. [65]. As the limit of detection for saliva
cortisol was 0.02 nmol/L, we substituted measured values below the detection limit with
0.02 nmol/L. For the comparison of the blood cortisol levels between the treatments
(training or restriction), we fitted a linear model with treatment, health status, and test
assay as fixed effects and animal ID as a random factor (log(cortisol) ~ treatm x health x
assay + (1 | dolphin)). For every parameter, we constructed a null model that excluded
one fixed factor and included animal ID as a random intercept. We used ANOVAs to
compare the null models to the models that included the respective fixed factor. To test
the correlation between the blood and saliva cortisol values, we fitted a linear model. We
also did this for the dilution series. To test the effect of feeding with fish (Capelin, Mallotus
villosus) on the saliva cortisol values during the feeding experiments, we used restricted
maximum likelihood to fit a linear mixed model with sample time as a fixed factor and
animal as a random factor. We also constructed a null model that excluded the fixed factor
and used ANOVAs to compare the null models to the models that included the fixed
factor. We subsequently conducted Tukey’s post hoc tests for the pairwise comparisons
of samples. Data preparation and the calculation of basic statistical parameters (mean,
standard deviation, median) were performed in Microsoft Excel. Graphs were generated
using MATLAB_R2019a from Mathworks or in Rstudio using the ggplot package from
Wickham [66].

3. Results

3.1. Blood Cortisol Values under Two Different Conditions

We collected blood samples during medical examinations under two different con-
ditions: during a normal medical training procedure and on a lifting platform in a situ-
ation where dolphins were restrained. In 251 blood samples taken during training from
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five females and five males, the blood cortisol values varied between 0.1 ug/dL and
3.9 ug/dL, with an average of 0.75 & 0.65 pg/dL. If the samples were taken during restric-
tion (n = 208), the cortisol values varied from 0.2 pug/dL up to 9 ug/dL, with an average of
2.71 £1.99 ug/dL.

We used different assays with slightly different standardizations and some blood
samples were taken from animals that had health issues and had medication (n = 116).
However, we never used any glucocorticoids as a medical treatment. If glucocorticoids
are given, one has to be careful, as there is an attenuating effect of dexamethasone admin-
istration on cortisol release [67]. We fitted a linear mixed-effects model with treatment,
assay, and health status as fixed factors and animal ID as a random factor and compared
(ANOVA) it to a null model with only test assay and health status as fixed factors. We
found that the treatment (restriction or training) had a significant effect and that all animals’
blood cortisol levels were consistently higher when they were restricted than they were
during training (LMM, x%(1) = 169.61, p <0.0001; see Figure 5 and Table A1). Meanwhile,
health status was found to have no effect (LMM, x?(1) = 0.4092, p = 0.5224; see Figure A2A).
The assays also had a significant effect on the blood cortisol values, but this was lower than
the training effect (LMM, x?(1) = 32.948, p < 0.0001; see Figure A2B).
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Figure 5. Blood cortisol values for five female and five male dolphins for the treatments restriction,
and training.

3.2. Simultaneous Blood and Saliva Sampling

To find out how blood cortisol levels are reflected in the salivary cortisol, we tested
saliva samples before and after we took a blood sample during times when the animals
were restricted.

We calculated a linear regression to predict saliva cortisol values based on blood
cortisol values during restriction; see Figure 6. We did not find significant regression
equations for either the saliva values sampled before with an R? of 0.033 or for the values
sampled after the blood values with an R? = 0.022 (before: Fi,11 = 03769, p = 0.5517;
after: Fy 1o = 0.2754, p = 0.6093). We did, however, notice that the saliva samples taken
after the blood samples had significantly increased values (before: 0.075 = 0.150 nmol/L;
after: 0.382 £ 0.564 nmol /L. Wilcoxon signed rank test with continuity correction: V = 78.
p-value = 0.02524). We suspect that the increase in salivary cortisol levels is related to the
stress caused by the restraint used during the blood sampling procedure.
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Figure 6. Correlation between blood cortisol values and saliva values during restriction. A linear
curve was fitted (see Figures A3 and A4 for other curves). Saliva samples were taken before (green
dots) and after (red dots) the blood samples; see Figure 3 for an exemplarily sampling scheme. Three
dolphins were sampled (Jenny = 9 samples; Moby = 1 sample; Anke = 1 sample; Nami = 2 samples
before, 3 samples after).

3.3. Cortisol Contamination of Fodder Fish

We examined thawing water of packs of frozen fodder fish and cephalopods after
a night of them being stored at room temperature. We found the highest mean cortisol
concentration values in capelin (Mallotus villosus) and squid (Loligo. spp.) (see Figure 7).
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Figure 7. Cortisol values of different fodder fish and cephalopods. We measured samples taken from
the thawing water of a 20 kg block of Atlantic herring, a 15 kg block of Baltic herring, a 5 kg block of
capelin, a 20 kg block of mackerel, an 8 kg block of sprat and an 8 kg block of squid.
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3.4. Feeding Experiment |

We found that the fodder fish had a significant effect on the salivary cortisol values
(LMM, x2(3) = 54.411, p < 0.0001). Indeed, the fodder fish sample differed significantly
from all the samples taken before. Interestingly, sample 1 and 3 also differed significantly
from each other (pairwise post hoc comparisons between all samples; see Table A2 in the
Appendix A for all pairwise comparisons). For the results, see Figure 8.
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Figure 8. Saliva cortisol values during feeding experiment I. Saliva samples were taken every 2 min
over a course of 6 min. At minute 0, dolphins were fed with fish (capelin, Mallotus villosus) and a saliva
sample was taken directly afterwards. The experiment was conducted with 3 female dolphins and
repeated 10-11 times (for Dolly and Donna, 11 times; for Sunny, 10 times). Some selected significance
levels of Tukey’s pairwise post hoc comparisons are indicated as follows: * p < 0.05, *** p < 0.001. For
all results, see Table A2.

3.5. Feeding Experiment 11

To measure how increased saliva values from fodder fish are diluted after feeding,
we carried out a second feeding experiment where we also measured saliva values up to
6 min after feeding. We found a significant effect of feeding on salivary cortisol values
(LMM, x%(5) = 189.63, p < 0.0001), which was mainly caused by the fodder fish given at
sample minute 0; see Figure 9. The salivary cortisol levels peaked at the time of feeding and
decreased thereafter, returning to pre-feeding levels 6 min after feeding. Using pairwise
post hoc comparisons between sample —2 and all following samples, we found significant
differences for sample 0 (p < 0.0001), sample 2 (p < 0.0001), and sample 4 (p = 0.0016), but
not for sample 6 (p = 0.9412); see Table A3 for all pairwise comparisons.
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Figure 9. Saliva cortisol values during feeding experiment II. Saliva samples were taken every two
minutes over a course of 10 min. At minute 0, dolphins were fed with fish (capelin, Mallotus villosus)
and a saliva sample was taken directly afterwards. The experiment was conducted with 5 female
dolphins and repeated 5-7 times (Anke, 5 times; Dolly, Jenny, and Sunny, 6 times; Donna, 7 times).
Some selected significance levels of Tukey’s pairwise post hoc comparisons are indicated as follows:
*p <0.05, ** p < 0.001. For all results, see Table A3.

4. Discussion

The analysis of blood samples for the quantification of various hormones is an estab-
lished method, providing fast and accurate results. Disadvantages include the fact that
blood sampling is always an invasive procedure and that the values measured can be
influenced by the blood sampling method used (via training or restriction). Blood sample
results are available quickly and their analysis is comparably inexpensive. Blood is a good
matrix by which to obtain valid results quickly for routine sampling. However, it becomes
difficult if the samples have to be taken more frequently (e.g., several times a week or
several times a day at different times). Various factors can have an influence on the amount
of cortisol in the blood (e.g., social stress [68], cold stress, daytime, and season [69]). It can
clearly be shown that blood collection on the lifting platform leads to significantly higher
values; hence, it can be assumed that even if the situation is familiar to the animals, it is
likely to lead to higher stress levels. The predictability of the situation plays a role here.
The dolphins know their routines exactly. In training, the animals can choose whether they
want to participate or not. At any time, they are the masters of the situation, which they
can end by simply swimming away.

The situation on the lifting platform (which is also familiar), however, is completely
different. Here, the animals are restrained because they cannot swim away as soon as the
lifting platform is above a certain water level. This leads to them experiencing significantly
more stress, which leads to higher cortisol levels. Our measured blood values may show
that the predictability of a situation and the possibility of avoiding it by one’s own actions
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significantly influence the blood cortisol level. The different blood values obtained are
mainly dependent on the type of blood sampling used (restriction/training) and also differ
slightly between individuals; however, we found no dependency on the physiological
condition of the animal (sick/healthy).

Salivary cortisol levels are used more and more to measure stress levels in zoo animals.
While this appears to be a relatively straightforward approach for studying species such
as non-human primates [70,71], dogs, cats, and others [72-74], the investigation of aquatic
animals using saliva as a non-invasive biomarker matrix is more challenging. Different
factors can lead to invalid results here, since saliva samples may be contaminated /diluted
by pool water and/or fodder fish. The aim of our study was to investigate whether these
factors are common downsides of salivary cortisol measurements. We demonstrated that
the contamination of saliva with fodder fish had a significant effect on the cortisol levels
measured. This influence persisted after the fish had been swallowed; in our measurements,
this was still measurable up to about 4 min after the feed was given. Therefore, salivary
samples should never be taken while animals are fed or shortly after a feeding reward.

Why are the saliva cortisol levels not correlated to the blood cortisol levels? One
reason for the missing correlation could be that saliva is formed and secreted in different
glands, this means that the saliva composition is variable. After a study by Vincent and
Michell, it was shown that in dogs exposed to acute stress, the salivary cortisol value
increases almost parallel to the blood cortisol value. An increase was observed 10 min
after the onset of stress [54]. So why couldn’t we find parallel increase in dolphins? One
reason for the different cortisol values found in blood and saliva could be that there is
always the possibility of dilution by pool water even when taking samples on a lifting
platform or the comparatively short time interval between blood and saliva sampling.
Additionally, the measurement of very small amounts of cortisol is associated with some
difficulties. This is shown by the fact that two laboratories could not measure any valid
values. Another reason could be that the saliva samples were measured by LC-MS/MS,
while the blood samples were measured by CLIA: CLIA is an immunological method that
is based on concurrent binding of the hormone to the antibody. Because steroid hormones
are chemically/structurally similar, antibodies cannot distinguish between steroids with
absolute specificity. According to the manufacture instructions, Roche cortisol II for Cobas,
the estimated cross-reactivity for corticosterone is 6.58% and the one for 11-Deoxycortisol
is 4.9%. In addition to that, antibodies cannot distinguish between free and protein-bound
hormone fractions. Cortisol levels in serum measured by CLIA reflect total cortisol, both
free and bound. The majority of the blood-cortisol circulates bound to corticosteroid-
binding globulin (CBG) and albumin. Normally, less than 5% of circulating cortisol is free
(unbound). In saliva, the cortisol is mostly unbound. The LC/MS-MS measures cortisol
with an extremely good specificity with almost zero cross-reactivity with other substances.
This could also be an explanation for the poor correlation we observed.

Our data show that the exclusive use of cortisol, especially if only quantified on one
occasion, is a poor indicator for the general well-being of bottlenose dolphins (Tursiops
truncatus). It also has to be considered that absolute values of a single sample are not
indicators for the condition of an animal. Any sampling must take into account whether
the type of sampling used may have an influence on the result. Additionally, the condition
of the animal should also be included in the evaluation. This means that the determination
of cortisol values alone is not sufficient. In order to be able to make statements about the
well-being of animals, one still needs additional information (for example, the health status
of an animal) and, perhaps, also behavioral observations, as qualitative and quantitative
analyses of behavior were shown to be important welfare indicators in bottlenose dolphins
under professional care [75].

We also showed that fish as a reward had an enormous influence on the cortisol content
of dolphin saliva. This is because when the dolphins swallow fish, they press it against
their hard palate with their tongue and move it towards the gullet, which causes the fish to
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be “squeezed out”. The body fluids of the fish mix with the saliva and thereby increase the
salivary cortisol content. This increase is still measurable 4 min after the reward is given.
Although our data show that the use of saliva cortisol values seem to be rather
unreliable because there is no correlation with the blood values, as well as the fact that
there can be an influence by dilution with pool water and contamination with fodder
fish, we also find indications of significantly increased values due to stress or arousal. In
blood versus saliva measurements, we found increased values for the second measurement,
where the animals had already been under restriction for some time. In the third sample of
feeding experiment I, which was taken before feeding, the cortisol levels were significantly
increased. This could possibly point towards a state of arousal or anticipation of food.
Therefore, the use of saliva cortisol values might still allow us to obtain information about
the animals” welfare and emotional state. However, samples have to be taken with care,
and it has to be considered that their variation is large. Further studies must find suitable
sampling schemes for reliable saliva cortisol measurements in aquatic mammals.

5. Conclusions

Blood cortisol measurements can be used to measure acute stress. This is clearly
demonstrated by the measurements of blood cortisol levels taken on the lifting platform.
The non-invasive sampling of saliva is another option for cortisol measurement, but it is
more prone to error. This is because, unlike blood samples, saliva samples from aquatic
mammals are likely to be contaminated; therefore, care must be taken that the sample is as
clean as possible (i.e., without the influence of dilution by surrounding pool water).

Other parameters (especially behavioral observations) also have to be used when
assessing animals” well-being. Basing decisions exclusively on cortisol levels could, as our
data show, lead to false results. On the other hand, it is also possible to find important
signals in the salivary cortisol levels. Therefore, we think that further research on salivary
cortisol in marine mammals is needed.
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Appendix A

Instructions for zookeepers:
Zookeepers who took the samples followed these instructions/this protocol:
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Do not feed the dolphin before sampling.

Wear gloves.

Remove the cotton swab from the plastic tube.

Collect saliva from the side of the tongue for 5 s.

Put the swab back into the tube.

Record the date, time of the collection, and name of the animal on the plastic tube.

If more than one saliva sample is taken, reward the animal with ice cubes or gelatin
(only if necessary). If available, take notes on the documentation sheet.

e  Send tubes to the veterinarians.

P
// e
o

Figure A1. Saliva sampling, Image of the saliva sampling procedure.

Table Al. Statistical results of the linear mixed-effect models (LMMs) fit by REML. The results
show the effect of the treatment, test assay, and health status on the blood cortisol levels. Formula:
log(Cortisol) ~ treatm + assay + health + (1 | dolphinID). Significance levels are indicated * p < 0.05

and *** p < 0.001.
LMM-Model Observation Periods Estimate Std. Error Df T-Value p-Value
Blood cortisol Intercept 0.38350 0.14475 16.75493 2.649 0.017*
REML Treatment training —1.08618 0.07620 464.74523 —14.253 <2 x 10716
AIC: 1008.779 Elecsys Cortisol III 0.45200 0.07766 461.23621 5.820 1.1 x 1078 #*
Health status sick 0.04378 0.06810 463.24528 0.643 0.521
A : g :::lmy B . ES Elecsys 2010 Cortisol
' 3 Elecsys Cortisol II
g 5.0 ;g 5.0
8 © : .
25 : ] 25 i .
0.0 | | 0.0 ‘

Restriction Training Restriction Training

Figure A2. Blood cortisol values for five female and five male dolphins who underwent two different
treatments: restriction and training. (A) Healthy animals versus animals experiencing medical
treatment (referred to as sick). (B) The two different test assays, which had different sensitivities.
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Table A2. Tukey’s pairwise post hoc comparisons for feeding experiment I; see Figure 8.
Contrast Estimate SE df T Ratio p-Value
—6 effect vs. —4 effect —0.595 0.287 122 —2.074 0.1675
—6 effect vs. —2 effect —0.937 0.294 122 -3.185 0.0098
—6 effect vs. 0 effect —2.305 0.291 122 —-7911 <0.0001
—4 effect vs. —2 effect —0.342 0.292 122 -1.173 0.6451
—4 effect vs. 0 effect -1.71 0.289 122 —5.916 <0.0001
—2 effect vs. 0 effect —1.368 0.297 122 —4.614 0.0001
Table A3. Tukey’s pairwise post hoc comparisons for feeding experiment II; see Figure 9.
Contrast Estimate SE df T Ratio p-Value
—4 effect vs. —2 effect —0.242 0.289 179 —0.838 0.9601
—4 effect vs. 0 effect —4.339 0.289 179 —15.012 <0.0001
—4 effect vs. 2 effect —2.492 0.289 179 —8.623 <0.0001
—4 effect vs. 4 effect -1.19 0.289 179 —4.119 0.0008
—4 effect vs. 6 effect —0.51 0.292 179 —1.749 0.5012
—2 effect vs. 0 effect —4.097 0.289 179 —14.174 <0.0001
—2 effect vs. 2 effect —2.25 0.289 179 —7.785 <0.0001
—2 effect vs. 4 effect —0.948 0.289 179 —3.281 0.0155
—2 effect vs. 6 effect —0.268 0.292 179 —0.919 0.9412
0 effect vs. 2 effect 1.847 0.289 179 6.389 <0.0001
0 effect vs. 4 effect 3.148 0.289 179 10.894 <0.0001
0 effect vs. 6 effect 3.829 0.292 179 13.131 <0.0001
2 effect vs. 4 effect 1.302 0.289 179 4.504 0.0002
2 effect vs. 6 effect 1.982 0.292 179 6.798 <0.0001
4 effect vs. 6 effect 0.68 0.292 179 2.333 0.1863
2.0
= after, y =0.2205In(x) + 0.3376; R? = 0.0352
Q 1.51 == pbefore, y = 0.058In(x) + 0.0944; R2 = 0.0355
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o
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Blood cortisol (ug/dl)

Figure A3. Correlation between blood cortisol values and saliva values during restriction. A log-
arithmic curve was fitted. Saliva samples were taken before (green dots) and after (red dots) the
blood samples; see Figure 3 for an exemplarily sampling scheme. Three dolphins were sampled
(Jenny = 9 samples; Moby = 1 sample; Anke = 1 sample; Nami = 2 samples before, 3 samples after).
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Figure A4. Correlation between blood cortisol values and saliva values during restriction. An
exponential curve was fitted. Saliva samples were taken before (green dots) and after (red dots) the
blood samples; see Figure 3 for an exemplarily sampling scheme. Three dolphins were sampled
(Jenny = 9 samples; Moby = 1 sample; Anke = 1 sample; Nami = 2 samples before, 3 samples after).
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IV. Erweiterte Diskussion

1 Verdiinnungsreihe

Flir Speichelcortisoluntersuchungen des Menschen werden
verschiedene kommerziell erhaltliche Tests angeboten. Sie sind fir
humanen Speichel validiert. Einen solchen validierten Test zur
Speichelcortisolbestimmung gibt es flr kein Tier, so auch nicht flr
den GroBen Tummler (Tursiops truncatus). Daher war es zunachst
wichtig die bisher von verschiedenen Autoren genutzten Tests zu
validieren. Dafiir verwendeten wir eine Verdiinnungsreihe: Uber
einen langeren Zeitraum wurden von Moby Speichelproben
gesammelt und gepoolt. AnschlieBend wurde ein Teil des
gesammelten Speichels mit 0,9 %iger Natrium-Chlorid-Lésung (0,9
% NaCl) verdliinnt, um Proben zu erhalten die zu 75 % aus Speichel
und 25 % aus 0,9 %iger NaCl-Lésung bestehen. Die nachste
Verdinnungsstufe enthielt je 50 % Speichel und 0,9 %ige NaCl-
Lésung, die darauffolgende bestand aus 25 % Speichel und 75 %
0,9 %iger NaCl-Lésung. Diese verdinnten Proben wurden in zwolIf
Klvetten aufgeteilt und gemeinsam mit zwolf Klvetten mit
unverdinntem Speichel und zwolf Klvetten mit 0,9 %iger NaCl-
Lésung so verblindet, dass vier Labore von jeder Konzentration je
drei Kuvetten erhielt. Zwei der vier Labore, zu denen wir unsere
Proben sendeten nutzten den selben Assay. Der Test mit hoher
Sensibilitdt von TECAN wird wie folgt beschrieben: , Kompetitiver
Enzymimmunoassay (ELISA). Die unbekannte Menge an Antigen in
der Probe und eine bekannte Menge an enzymmarkiertem Antigen
(E-Ag) konkurrieren um die Bindungsstellen des an die Wells der
Mikrotiterstreifen gebundenen Antikdrpers. Nach der Inkubation wird
nicht gebundenes E-Ag durch Waschen entfernt. Die Intensitat der
gebildeten Farbe nach der Substratreaktion ist umgekehrt

proportional zur Antigen-Konzentration in den Proben. Die
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Ergebnisse der Proben koénnen direkt anhand der Standardkurve
bestimmt werden. Die Leerwertgrenze (LoB) fir menschlichen
Speichel betragt 0,003 pg/dL, die Quantifizierungsgrenze (LoD) ist
0,005 pg/dL (TECAN). Der Umrechnungsfaktor von pg/dL in nmol/L
ist 27,6. Das bedeutet, dass die LoB bei 0,828 nmol/l und die LoD
bei 1,38 nmol/l liegt."

Die Leerwertgrenze (Limit of Blank, LoB) und Nachweisgrenze (Limit
of Detection, LoD) sind neben der Bestimmungsgrenze (Limit of
Quantitation, LoQ) Begriffe, die zur Beschreibung der kleinsten
Konzentration, die mit einem analytischen Verfahren zuverlassig
gemessen werden kann dienen. Leerwertgrenze bedeutet hierbei die
hochste scheinbare Analytenkonzentration in einer Leerprobe. Mit
dem Begriff Nachweisgrenze wird die niedrigste
Analytenkonzentration, die zuverlassig von der Leerwertgrenze
unterschieden werden kann und bei der ein Nachweis mdglich ist,
bezeichnet (ARMBRUSTER und PRY, 2008).

Die gepoolte, unverdlinnte Speichelprobe von Moby wies nur einen
sehr geringen Cortisolgehalt auf, die drei Ergebnisse der LC-MS/MS
Messung im Labor in Dresden, welche 100% Speichel enthielt,
betrugen 0,48 nmol/L, 0,52 nmol/L und 0,54 nmol/L. Sie lagen damit
deutlich unterhalb der von der Firma TECAN fiur menschlichen
Speichel angegebenen Messgrenze. Damit ist es umso erstaunlicher,
dass das Labor in Dresden uUberhaupt Ergebnisse liefern konnte und
diese auch die Verdlinnungsreihe weitestgehend widerspiegeln
konnten.

Dadurch konnten wir zeigen, wie wichtig es ist, vor den eigentlichen
Untersuchungen zunachst die Assays zu validieren um

reproduzierbare, korrekte Ergebnisse zu erhalten.
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2 Speichelcortisolwerte der GroBen Tiummler in

Niirnberg im Vergleich zu anderen Haltungen

Es gibt bislang nur wenige Untersuchungen von Speichelproben bei
Delfinen in menschlicher Obhut. MONREAL-PAWLOWSKI et al.
(2017) veroéffentlichten eine Short Communication, in welcher der
Speichelcortisolgehalt mit dem RIA getestet wurde, welcher auch
von Labor B verwendet wurde. Die von ihm ebenfalls morgens um
8:00 Uhr gemessenen Werte lagen bei 0,13+0,07 ng/ml, am Tag der
Bauarbeiten um 8:00 Uhr 0,10+0,08 ng/ml. Umgerechnet in nmol/I
waren die gemessen Werte demnach 0,3588+0,1932 nmol/l bzw.
0,2760+0,2208 nmol/l. PEDERNERA-ROMANO et al. (2006) nahmen
von vier Delfinen morgens zwischen 9:00 und 9:30 Uhr
Speichelproben, die ebenfalls mit einem RIA untersucht wurden, hier
lagen die Werte zwischen 1,59+0,62 nmol/l und 2,14+0,87 nmol/I.
Wenn man im Vergleich dazu die Nichternwerte, d.h. die erste und
zweite Speichelprobe aus dem Feeding Experiment I und II nimmt
ergibt sich flr die Speichelproben aus Nirnberg folgender
Durchschnittswert: 0,18+0,16 nmol/I.

Die Durchschnittswerte flr das Feeding Experiment I weichen stark
von dem des Feeding Experiments II ab, siehe hierzu Tabelle 1 und
Tabelle 2:
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Tabelle 1: Anzahl nlichtern genommene Speichelproben

Feeding Feeding Feeding
experiment I experiment Il: | experiment | + II:
Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Individuum Proben Proben Proben
ANKE 0 6 6
JENNY 0 8 8
DOLLY 18 3 21
DONNA 11 1 12
SUNNY 12 2 14
Anzahl valider Proben 41 20 61
Gesamtzahl der Proben 64 60 124
Anzahl der ungiiltigen
Proben 23 40 63

Tabelle 2: Durchschnittliche Cortisolwerte fir die beiden Experimente und die unterschiedlichen

Individuen. Anke und Jenny nahmen nicht am Feeding Experiment I teil.

Feeding experiment | Feeding experiment | Feeding experiment
I I: 1+l

Durchschnittswerte | Durchschnittswerte | Durchschnittswerte

Cortisol Cortisol Cortisol

nmol/L nmol/L nmol/L

Individuum

ANKE 0,072 0,072
JENNY 0,094 0,094
DOLLY 0,521 0,047 0,454
DONNA 0,115 0,023 0,108
SUNNY 0,173 0,207 0,177
average 0,270 0,089 0,181
SD 0,220 0,071 0,157
median 0,173 0,072 0,108

Die auffalligen Unterschiede der Werte des Feeding Experiment I

gegenlber dem Feeding Experiments II beruhen hauptsachlich auf

zwei Speichelproben von Dolly, welche an einem Tag eine sehr

starke Abweichung nach oben zeigten. Bei der ersten Probe dieses
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Tages wurde bei ihrer Speichelprobe ein Cortisolgehalt von 1,81
nmol/l gemessen, bei der zweiten Probe wurde sogar ein Wert von
3,02 nmol/l. Trotz dieser beiden AusreiBerwerte ist der
Durchschnittswert deutlich unter den Werten, die MONREAL-
PAWLOWSKI et al. (2017) und PEDERNERA-ROMANO et al. (2006)
gemessen haben.

Unterschiede in der Haltung, d.h. den Gesamtumstanden bestehend
aus Versorgung und Beschaftigung mit den Tieren, GréBe, Anzahl
und Ausstattung der Becken, Sozialstruktur etc. kénnten der Grund
sein, dass die gemessenen Werte erheblich niedriger sind als die, die
in anderen Einrichtungen gemessen wurden. Dass die genannten
Unterschiede Einfluss auf die Cortisolsekretion haben, wurde schon
mehrfach nachgewiesen (ARMSTRONG und SANTYMIRE, 2013;
REESE, 2020).

3 Abhangigkeit des Blutcortisollevels von der Art

der Probennahme

Die gemessenen Blutcortisolwerte wiesen signifikante Unterschiede
auf, je nachdem ob sie wahrend eines medizinischen Trainings oder
auf einer Hebebihne genommen wurden. Die Hebebihne ist in
einem runden Becken im Uberdachten Teil des Delphinariums
installiert. Es besitzt einen doppelten, perforierten Boden, welcher
nach oben gefahren werden kann. Das bedeutet, dass die Tiere ab
einem gewissen Wasserstand nicht mehr wegschwimmen kdnnen
und man dadurch die Moglichkeit hat sie zu fixieren. Das
Hebeblhnentraining ist Teil der Trainingsroutine. Dabei kommt es zu
unterschiedlichen Trainingssettings, die die Tiere gewohnt sind. Sie
werden einzeln aber auch in Gruppen mit der Hebebilhne
hochgefahren, auch ist der unter ihnen verbleibende Wasserspiegel
nicht immer gleich, mal sind die Trainer dann mit im Wasser, mal

nicht. Die Tiere kdnnen, sobald sie sich im Rundbecken befinden,
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abgeschiebert werden, d.h. von ihren Artgenossen getrennt werden.
Dies konnte ein Geflihl des Ausgeliefertseins erzeugen. Dem muss
beim Training aktiv entgegengewirkt werden. Dies geschieht, wie bei
jedem anderen Training auch, mit positiver Verstarkung. Wirde
dieser Grundsatz nicht beachtet werden, kénnten sich die Tiere
verweigern und dann nicht mehr ins Rundbecken schwimmen.
Trotzdem und obwohl die Tiere alle freiwillig ins Rundbecken
schwimmen und dort auch am HebeblUhnentraining teilnehmen,
fuhrt die Blutentnahme zu einer signifikanten Cortisolwerterhéhung.
Auch beim Training der Blutentnahme werden die Tiere auch
festgehalten, es gibt hier, bis auf den Einstich, keinen Unterschied
zur realen Situation der Blutentnahme. Auch Tiere, die keine
Anzeichen von Stress bei der Blutentnahme auf der Hebeblhne
zeigen, weisen deutlich hdéhere Cortisolwerte aus, als wenn die
Proben Uber Training genommen werden. Aus den vorliegenden
Daten ging leider nicht hervor, ob und bei welchen Tieren bzw. in
welchen Situationen weitere ZwangsmaBnahmen (Festhalten durch
mehrere Personen; Uublicherweise sitzt ein Pfleger am Kopf,
mindestens einer an einer Seite des Tieres, ein weiterer fixiert die
Fluke) notwendig waren. Auch wenn das Anheben der Tiere mit der
Hebeblhne wahrscheinlich noch zu keinem messbaren Stress bei
den Tieren fuhrt, tut dies die Blutentnahme unter diesen
Bedingungen schon. Wir vermuten, dass das daran liegt, dass die
Delfine zum einen sehr wohl unterscheiden kénnen, ob es sich um
eine Trainingssituation oder um eine tatsachliche medizinische
Behandlung handelt, zum anderen haben die Tiere auf der
Hebeblihne eben nicht mehr die Mdglichkeit wegzuschwimmen.
Diese Moglichkeit haben sie bei der Blutentnahme im
wassergeflllten Becken immer, sie bleiben somit Herr der Situation
und entscheiden sich freiwillig flr die Mitarbeit.

Bei einer weiteren statistischen Auswertung wurde berechnet, ob es

maoglich ist, anhand der vorliegenden Daten festzustellen, dass Tiere,
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die unter Medikation standen, hohere Cortisolwerte aufwiesen, als
Tiere, die nicht unter Medikation standen. Die zugrundeliegende Idee
war, dass nicht nur die diversesten Umwelteinflisse Stress
verursachen und somit einen Einfluss auf den Blutcortisolspiegel
haben, sondern auch pathologische Zustdnde. Dies wurde
beispielsweise flr postoperative Zustande nachgewiesen (YODER
und WOLF, 2005; ATWOOD et al., 2020). BOONPRASERT et al.
(2021) konnten bei einer Untersuchung an asiatischen Elefanten
(Elephas maximus) zeigen, dass der Speichelcortisolwert in den
nicht vom Elephant Endotheliotropic Herpesvirus (EEHV) betroffenen
Gruppen niedriger war als in den Gruppen, in welchen bei den
Individuen spater das EEHV nachgewiesen wurde. Bei
WeiBfuBmausen (Peromyscus leucopus) konnten BROWN und
FULLER (2006) zeigen, dass der Kot von Tieren, die mit
Darmparasiten oder Dasselfliegenlarven befallen waren, héhere
Cortisolwerte aufwies.

Daher hatten wir die Hypothese, dass kranke bzw. medikamentierte
Tiere einen héheren Blutcortisolspiegel aufwiesen als gesunde, nicht
medikamentierte Tiere, die wir aber nicht bestatigen konnten.
Entweder ist der durch die Art der Blutentnahme induzierte Stress,
selbst bei den Uiber das medical training genommenen Proben, héher
als der durch eine eventuell behandlungsbedirftige Krankheit
entstehende Stress, oder die zugrundeliegende Krankheit bzw. die
Medikation beeinflusst den Cortisolwert nicht. Wir teilten die Proben
nur in die Kategorien ,in Behandlung" bzw. ,krank" und ,gesund",
eine weitere detailliertere Aufarbeitung der auf den Krankenblattern
vermerkten Daten wurde nicht vorgenommen. Eine madgliche
Ursache daflir, dass es keinen Zusammenhang zwischen dem
Gesundheitszustand und dem gemessenen Cortisolwert gibt, kbnnte
sich auch dadurch ergeben haben, dass die medikamentdse
Behandlung nicht genauer betrachtet wurde. So fallen beispielsweise

auch Tiere in diese Kategorie, die keine offensichtlichen
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Krankheitsanzeichen, wie beispielsweise Inappetenz, Vomitus oder
reduziertes Allgemeinbefinden zeigen. Als Beispiel kdénnen hier
Individuen genannt werden, die Uber einen langen Zeitraum ein
Antimykotikum erhalten haben. Da die zugrundeliegende
Erkrankung ohne sichtbaren Einfluss auf das Wohlbefinden der Tiere
ist, erscheint es madglich, dass beispielsweise eine subklinische
Mykose durch unsere Art der Analyse keinen messbaren Einfluss auf
den Blutcortisolwert hat. Eine weitere Erklarung kann sein, dass die
Delfine wahrend der kompletten Behandlungszeit als ,sick"
gekennzeichnet wurden. Das heiBt im Endeffekt, wenn die
verordneten Medikamente bereits Wirkung zeigen, und die Tiere
daher nicht mehr krank sind, werden sie trotzdem noch Uber die

gesamte Dauer der Behandlung als ,sick" gefuhrt.

4 Simultane Blut- und Speichelprobennahme

Im Gegensatz zu anderen Autoren (PEDERNERA-ROMANO et al.,
2006; ROMANO et al., 2010) konnten wir keine Korrelation zwischen
Blut- und Speichelcortisolwerten finden. Zum einen hatten wir zum
Bewerten dieses Zusammenhangs nur wenige Messpunkte bei dem
sowohl Speichel als auch Blutproben genommen wurden (n=20).
Auch wenn die einzelnen Speichelprobenentnahmen nur wenig Zeit
in Anspruch nehmen, wurden auf der Hebeblhne insgesamt nur
wenige Speichelproben genommen, da immer versucht wurde, die
Zeit, die die Tiere unter restriktiven Bedingungen auf der Hebeblhne
verbringen mussten, so gering wie moglich zu halten. Auch war es
schwierig, bei den Versuchen mehrere Speichelproben in geringem
zeitlichem Abstand zu ziehen, immer eine ausreichende Menge an
Speichel zu erhalten. Dadurch konnten viele Proben nicht
ausgewertet werden. Wir konnten jedoch einen signifikanten
Unterschied des Cortisolgehalts zwischen den Speichelproben, die
vor der Blutprobe und denen die nach der Blutprobe gezogen

wurden, feststellen. Dies zeigt uns, dass der Zeitraum zwischen dem
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Start der Hebebiihne und der ersten Speichelprobe zu kurz ist, um
bereits einen im Speichel messbaren Anstieg des Cortisols zu
bewirken. Durch verschiedene Studien konnte gezeigt werden, dass
es etwa 10 Minuten dauert, bis die erh6hte Blutcortisolkonzentration
auch im Speichel nachgewiesen werden kann (HERNANDEZ et al.,
2014; RIEK et al., 2019). Dies war hier auch der Fall.

5 Cortisol im Futterfisch

Bereits im Jahr 1977 wurde bekannt, dass die Stressreaktion von
Knochenfischen viele Ahnlichkeiten mit der von Landwirbeltieren
aufweist. Dies betrifft trotz der anatomischen und physiologischen
Unterschiede sowohl die wichtigsten Botenstoffe als auch deren
Funktion (WENDELAAR BONGA, 1997). Cortisolmessungen bei
Makrelen (Scomber scombrus) unter verschiedenen
Haltungsbedingungen wiesen umso starker erhohte Werte auf je
dichter die Tiere gehalten werden. Hier ist zu bertcksichtigen, dass
die vom Hersteller angegebene Obergrenze 800 ng/ml fir die
Analyse des Blutes angegeben wird (ANDERS et al., 2021). Dies
entspricht 2206 nmol/l. Diese Werte wurden teilweise erreicht bzw.
in unbekannter Hdéhe Uberschritten. Auch bei Heringen (Clupea
harengus) wurden signifikante Steigerungen des Cortisolwerts bei
Erhéhung der Besatzdichte festgestellt (TENNINGEN et al., 2012).
Direkte Untersuchungen zum Einfluss des Fangs der im Tiergarten
Nurnberg verfitterten Meeresfische auf den Cortisolspiegel bzw. eine
Verlaufsuntersuchung bis hin zu ihrem Erstickungstod sind nicht
bekannt. Jedoch zeigen beispielsweise Sardinen, die mit
sogenannten Ringwaden gefischt werden, auch im Verlauf des
Fanges deutlich steigende Cortisolwerte (MARCALO et al., 2006). Es
ist jedoch davon auszugehen, dass der Tod durch Ersticken mit
maximalem Stress verbunden ist. Dies zeigen unsere im

Auftauwasser gemessenen Werte zumindest beim Capelin (Mallotus
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villosus) und den Kalmaren (Loligo spp.). Die stark unterschiedlichen
Messwerte zwischen den einzelnen Fischarten lassen sich durch die
unterschiedlichen PackungsgréBen und Art des Gefrierprozesses
erklaren. Einige Produzenten frieren den Fisch mit einer
Wasserglasur ein, das bedeutet, dass ein nicht unerheblicher Anteil
des Auftauwassers nicht aus dem Fisch direkt kommt, sondern aus

dem zum Schutz des Gefriergutes eingesetzten Wassers besteht.

6 Futterexperiment I und II

Unsere Experimente zeigen deutlich, wie wichtig eine sorgfaltige
Planung und Durchfihrung der Speichelprobenenthahme bei
piscivoren Tieren ist. Dass Glucocorticoide nicht nur bei Fischen
durch  Stress ansteigen, ist durch Untersuchungen von
Schlachttieren wie Kaninchen (SKLADANOWSKA-BARYZA et al.,
2018), Hadhnchen (GOU et al., 2021), Rindern (CAPRA et al., 2019),
Lammern (HEMSWORTH et al., 2019) und Schweinen (BREINEKOVA
et al., 2007) hinlanglich bekannt. Dies kdnnte je nach Art der
Fatterung bzw. der Probennahme bei Cortisoluntersuchungen
carnivorer Tiere von Bedeutung sein.

Obwohl es schon viele Untersuchungen zum Einfluss von Stress auf
den Cortisolgehalt im Speichel (BEERDA et al., 1996) und im Kot
(MORATO et al., 2004; YOUNG et al., 2004; NARAYAN et al., 2013;
MOLNAR et al., 2015; VAN DER WEYDE et al., 2016) carnivorer Tiere
gibt, finden sich in der Literatur bisher noch keine Untersuchungen
zum Einfluss des Cortisolgehalts des Futters/der Futtertiere auf den
Cortisolgehalt im Speichel bzw. im Kot.

In einigen Untersuchungen wird explizit erwdhnt, dass der
Speichelcortisolwert bei ntchternen Tieren (MEUNIER et al., 2021)
bzw. Tieren, die nicht in den 10 Minuten vor der Probennahme
gefressen bzw. Muttermilch getrunken haben (MONTGOMERY et al.,
2022) untersucht wurde, aus anderen Untersuchungen geht nicht

hervor, wann die Tiere geflttert wurden bzw. wie lange der Abstand
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zwischen Fltterung und Speichelprobenentnahme war (KOYAMA et
al., 2003).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die im Speichel gemessene
Cortisolmenge bei den im direkten Anschluss an die Fltterung bzw.
Futterbelohnung genommenen Proben stark ansteigt. Auch konnten
wir zeigen, dass die Zeit, die zwischen der Fitterung und der
Speichelprobenentnahme vergeht, einen groBen Einfluss auf die im
Speichel der Tiere gemessene Cortisolmenge hat. Eine
Probennahme, die in engem zeitlichem Zusammenhang mit der
Fatterung bzw. Futterbelohnung steht fliihrt zu falschlicherweise
erhohten Messwerten.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass der Cortisolwert im Speichel bei
mehrmaliger Speichelprobenentnahme, ohne dass diese mit einer
Futtergabe belohnt wird, zu einer Cortisolerhéhung fuhrt. Wir
vermuten, dass hier das Appetenzverhalten zu einer vermehrten

Cortisolausschuttung fuhrt.

7 Fazit

Unsere Untersuchungen zeigen, dass eine alleinige Messung von
Speichelcortisolwerten bei GroBen Tummlern (Tursiops truncatus)
keine geeignete Methode darstellt, um Stress bzw. im
Umkehrschluss Wohlbefinden zu messen. Zum einen ist eine
korrekte Messung nur mit der aufwendigen und teuren LC-MS/MS
Methode mdoglich, zum anderen sind die bei den Delfinen im
Tiergarten Nirnberg gemessenen Werte so niedrig, dass kleinste
Fehler in der Probennahme (beispielsweise durch vorherige
Fatterung) signifikante Unterschiede machen. Auch konnten wir
zeigen, dass eine einzelne Messung wenig Aussagekraft hat, da die
Varianz oft recht groB ist. Deshalb sollte man regelmaBig Messungen
machen bzw. mehrere Messungen in einem engen Zeitraum

vornehmen und die so gewonnenen Proben poolen.
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Um das Wohlbefinden der Tiere vergleichbar zu machen, sind
Verhaltensbeobachtungen erganzt durch Cortisolbestimmungen bei
den GroBen Tudmmlern sicherlich sinnvoller als alleinige
Cortisoluntersuchungen.

Dabei muss man naturlich bedenken, dass das Verhalten und das
Wohlbefinden der Tiere vielen Einflissen unterworfen ist, die die
Vergleichbarkeit einschranken koénnen. Ein bereits untersuchter
Umwelteinfluss auf das Verhalten von Walen sind beispielsweise
menschliche Aktionen und Ldrm (RICHARDSON und WURSIG, 1997).
FAIR und BECKER (2000) sehen im Larm eine mégliche Ursache von
Stress bei Meeressaugern. Bei anderen Umwelteinflissen konnte
gezeigt werden, dass diese einen messbaren Einfluss auf den
Blutcortisolwert haben. Einer dieser Einflisse ist Kalte. Bei
Temperaturen unter 5,5 °C steigen bei GroBen Timmlern die
Cortisolwerte signifikant an (HOUSER et al., 2011). Ein anderer
kdnnte auch Training und die Anwesenheit von Besuchern sein.
MATSUSHIRO et al. (2021) zeigten, dass diese beiden Einfllisse den
Blutcortisolspiegel bei GroBen Timmlern ansteigen lassen.

Neben diesen exogenen Faktoren, die das Verhalten der Tiere
beeinflussen kdnnen, spielen auch individuelle Faktoren, wie
beispielsweise das Alter eines Tieres eine Rolle. So zeigen alte Tiere
weniger Spielverhalten (HUETTNER et al., 2021).

Um verschiedene Delfinhaltungen vergleichbar zu machen ist es
notwendig, eine Kombination aus Verhaltensbeobachtungen und
Cortisolmessungen durchzufihren. Hierbei miuissen zusatzlich
individuelle Faktoren, wie beispielsweise der Gesundheitszustand,
das Alter und die soziale Stellung der Tiere und Standortfaktoren,
wie die GruppengréBe und die Gruppenzusammensetzung, aber
auch die Anzahl Delfine pro Tierpfleger/Tiertrainer, das Engagement
und der Ausbildungsstand der Trainer, die Trainingszeiten und die
Trainingsdauer, das angebotene Enrichment (Qualitat, Quantitat,

Haufigkeit des Wechsels), die Wassermenge pro Individuum, eine
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eventuelle Vergesellschaftung mit anderen Tierarten etc. verglichen
werden. Nur so kénnten Delfinarien untereinander vergleichbar sein.
Allgemeine Ansatze hierzu liefern VON FERSEN et al. (2018),
spezielle Ansatze flr Delfinarien haben schon mehrere Autoren
beschrieben (CLEGG et al., 2015; CLEGG et al., 2017; MILLER et al.,
2021).
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V. Zusammenfassung

Methode der Speichelprobenentnahme und
Cortisolmessung im Speichel und im Blut bei Gro3en

Tummlern (Tursiops truncatus)

Das Wohlbefinden von in menschlicher Obhut gehaltenen Tieren ist
Gegenstand vieler wissenschaftlicher Untersuchungen. Diese finden
unabhangig davon statt, ob es sich um Nutz-, Heim- oder Zootiere
handelt. Neben Verhaltensstudien spielen auch Cortisolmessungen
eine wichtige Rolle. Auch wenn die Cortisoluntersuchung in
verschiedenen Matrices mittlerweile weit verbreitet ist, gibt es noch
ungeklarte methodische Fragen. So wurde beispielsweise in der
wissenschaftlichen Literatur die Fragestellung nach der Validierung
der Speichelprobenentnahme und -untersuchung beim GroBen
Tummler (Tursiops truncatus) bisher noch nicht bearbeitet, auch
wenn auf dieses Problem zumindest bei der Frage der
Cortisolmessung im Kot schon vor vielen Jahren hingewiesen wurde
(TOUMA und PALME, 2005). Es wurde versucht, diese Licke durch
die vorliegende Arbeit zu schlieBen. Durch unsere Versuchsreihe
konnten wir zeigen, dass die Liquid-Chromatographie-
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie-Methode (LC-MS/MS)
reproduzierbare, valide Ergebnisse liefert.

Auch die Frage, ob der Cortisolgehalt der verfltterten Fische einen
Einfluss auf die gemessenen Cortisolwerte im Speichel hat, konnte
beantwortet werden. Werden Speichelproben kurz nach der
Flatterung analysiert, so zeigt sich, dass ist der Einfluss sehr hoch
ist, die gemessenen Cortisolwerte steigen signifikant an. Sie fallen
jedoch bereits nach etwa 6 Minuten wieder auf das urspringliche
Niveau zurtck.

Wahrend bei landlebenden Tieren eine Verdinnung des Speichels
durch Wasser, Futter o0.a. nahezu ausgeschlossen werden kann,

konnten wir dies bei den Delfinen nicht ausschlieBen. Es gelang uns
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nicht einen biochemischen Parameter ausfindig zu machen, der
immer in der gleichen Konzentration im Speichel aber nicht im
umgebenden Salzwasser vorkommt und dadurch als Referenz dienen
kdnnte.

Auch wurde die Frage beantwortet, inwieweit die Technik der
Blutprobenentnahme (lber Training oder auf der Hebeblihne) einen
Einfluss auf den Cortisolwert hat. Dieser Einfluss ist bedeutend und
zeigt, wie wichtig das medizinische Training flr ein madglichst
stressfreies Handling der Tiere ist.

Auch wenn durch die Literatur bekannt ist, dass neben den
Umwelteinflissen auch der Gesundheitszustand der Tiere einen
Einfluss auf die Cortisolkonzentration hat, konnten wir dies nicht
bestatigen.

Im direkten Vergleich mit den Cortisolwerten, die in anderen
Einrichtungen bei der gleichen Tierart gemessen wurden, lagen die

Werte der Tiere im Tiergarten Nirnberg wesentlich niedriger.
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VI. Summary

Method of saliva sampling and cortisol measurement
in saliva and blood in bottlenose dolphins (Tursiops

truncatus)

The well-being of animals kept under human care is the subject of
many scientific studies. These take place regardless of whether they
are farm, pet or zoo animals. Besides behavioural studies, cortisol
measurements also play an important role. Even though cortisol
testing in various matrices is now widely used, there are still
methodological issues, which are not solved. An example is the
validation of saliva sampling and examination in bottlenose dolphins
(Tursiops truncatus) which has not yet been addressed in the
scientific literature. This problem however, has been addressed for
the issue of cortisol measurement in faeces (TOUMA and PALME,
2005). The present study aims at closing this gap. Thanks to our
series of experiments, we were able to demonstrate that the liquid
chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry-method
(LC-MS/MS) provides reproducible and valid results.

We were able to answer the question if the cortisol level of the fish
fed to dolphins has an impact on the measured Cortisol levels in
dolphins' saliva. If saliva samples are analysed shortly after feeding
the fish, the impact of the fed fish is high as the cortisol levels rise
significantly. They, however, return to their physiological level after
approx. 6 minutes.

While dilution of saliva by water, food, etc. can be virtually ruled out
in terrestrial animals, we could not rule this out in dolphins. We were
unable to find a biochemical parameter that could be detected
reliably in a constant concentration in saliva but not in the
surrounding salt water and could thus serve as a reference.

We also tried to answer the question to what extent the technique

of blood sampling (via training or on the lifting platform) has an
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influence on the cortisol value. This influence is significant and shows
how important medical training is for the stress free handling of the
animals.

Even though it is known from the literature that, in addition to
environmental influences, the health status of the animals also has
an influence on the cortisol concentration, we were not able to
confirm this.

However, the cortisol levels determined in the zoo Nuremberg were

considerably lower than those measured in other facilities.
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