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1. Einleitung

L EINLEITUNG

Die Integrierte Tierdrztliche Bestandsbetreuung (ITB), auch als ,,Tierdrztliches
Controlling™“ (MANSFELD et al., 2014) bezeichnet, hat in den letzten Jahren an
Bedeutung gewonnen. Ziel ist es, durch systematisches Monitoring der
Gesundheits- und Leistungsentwicklung einer Herde die bestmogliche
Tiergesundheit bei optimaler Leistung gemeinsam mit den landwirtschaftlichen
Betriecben zu  erreichen (BUNDESVERBAND  PRAKTIZIERENDER
TIERARZTE, 2019). Ein weiteres Ziel der ITB stellt die stetige Optimierung von
Haltung und Management im Sinne des Tierwohls dar, das immer mehr im Fokus
der tierhaltenden Betriebe, der Verbraucher und vieler Molkereien sowie

Interessensverbande steht.

Das systematische Tiergesundheitsmonitoring umfasst Diagnostik, die Etablierung
von Impf- und Prophylaxemafinahmen und die regelmifige Betriebsanalyse
anhand von Kennzahlen, die aussagekriftig fiir verschiedene Bereiche der
Tiergesundheit sind (BUNDESVERBAND PRAKTIZIERENDER TIERARZTE,
2019). RegelmaBige Datenerhebung und Dokumentation schaffen die Basis fiir den
Vergleich von Ist- und Soll-Situation, die periodisch mit den Betrieben evaluiert

werden sollten.

Eine wichtige Datenquelle fiir den Bezug von Tiergesundheitskennzahlen stellt die
Milchleistungspriifung (MLP) dar, die 11-mal jéhrlich auf vielen Betrieben
durchgefiihrt wird. Im Rahmen der MLP werden Milchproben der laktierenden
Kiihe gezogen und auf Parameter wie Milchinhaltsstoffe, Milchmenge und Zellzahl
untersucht. Die Ergebnisse der MLP sichern einerseits die Qualitit des
Lebensmittels Milch, bieten anderseits aber auch einen Uberblick iiber einige
Bereiche der betriebsindividuellen Tiergesundheit. Harnstoff-, Fett- und
EiweiBgehalte in der Milch, genau wie die Einstufung des Tieres im in der
Auswertung enthaltenen Energiestoffwechsel-Frilhwarnsystems, geben unter
anderem Auskunft iiber die Stoffwechsellage und die Energieversorgung der
beprobten Tiere (HOEDEMAKER et al., 2014; GLATZ-HOPPE et al., 2020). Die
Zellzahl wiederum dient als Indikator fiir Tiere, die subklinisch oder klinisch an
Mastitis erkrankt sind, und erlaubt eine Aussage iiber die Eutergesundheit auf
Bestandsebene (HOEDEMAKER et al., 2014). Die Daten der MLP ermdglichen
1



1. Einleitung

eine Einschitzung von Fiitterung, Eutergesundheit, Energieversorgung und

Stoffwechsel auf Einzeltier- und auf Betriebsebene.

Eine Alternative zur Teilnahme an der MLP bietet die Nutzung automatisierter
Melksysteme (AMS) mit Auswertung der Milchinhaltsstoffe durch entsprechende
Programme der Melktechnikhersteller. Automatisierte Melksysteme in
Kombination mit smarter Sensortechnik ergénzen die Parameter der Milchanalyse
dariiber hinaus um Informationen zu Aktivitit, Wiederkautitigkeit, Melkhaufigkeit
oder Milchtemperaturmessung, deren Auswertung das Auffinden tagesaktuell
auffilliger Tiere ermoglicht (EDWARDS & TOZER, 2004; KING et al., 2018).
Potenziell an Ketose erkrankte Tiere innerhalb der Herde konnen zum Beispiel
durch die Messung eines Aktivitétsriickgangs identifiziert werden (EDWARDS &
TOZER, 2004; KING et al., 2018).

Besondere Relevanz hat ein engmaschiges Monitoring bei Tieren in der
Friithlaktation, da in diesem kritischen Zeitraum besonders héufig Erkrankungen des
Reproduktionstraktes, Euterentziindungen, Klauenerkrankungen und
Stoffwechselstorungen  aufgrund  von  negativer  Energiebilanz ~ und
Immunsuppression nach der Kalbung auftreten. Die friihzeitige Erkennung dieser
Erkrankungen ermoglicht eine schnellere Therapie und damit einhergehend eine
bessere Tiergesundheit und Produktivitit. Bislang zur Verfiigung stehende Daten
aus MLP, Melk- und Sensortechnik weisen zwar auf potenziell erkrankte Tiere
innerhalb einer Herde hin, konnen aber keine spezifische Friiherkennung
entziindlicher Veranderungen leisten. Diese Informationsliicke konnte durch den
Einsatz von bovinem Haptoglobin (HP) im Tiergesundheitsmonitoring geschlossen
werden. Vergleichbar mit der Nutzung von C-reaktivem Protein beim Menschen
(ABERNETHY & AVERY, 1941; JAIN et al., 2011), wird HP beim Rind bisher
als aussagekriftiger labordiagnostischer Indikator fiir Entziindungszustinde beim

Einzeltier herangezogen (ECKERSALL & BELL, 2010; CECILIANI et al., 2012).

Bovines Haptoglobin ist als Akute-Phase-Protein Teil einer unspezifischen
Immunreaktion. Akute-Phase-Proteine werden in der Humanmedizin schon lange
standardméBig als Indikator fiir Entziindungsgeschehen genutzt und reagieren auf
interne oder externe Stimuli mit einem Konzentrationsanstieg (HORADAGODA et

al., 1999; JAIN et al., 2011). Beim Rind gelten Serum Amyloid A und HP als
2
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sogenannte ,,major acute phase proteins®, deren Konzentrationen in Blut und Milch
innerhalb von kurzer Zeit um das 100- bis 1000-fache der physiologischen
Ausgangskonzentrationen ansteigen konnen (ECKERSALL & BELL, 2010;
CECILIANI et al., 2012). HP wird hauptsédchlich in der Leber synthetisiert, kann
aber auch lokal in direkt von Erkrankungen betroffenen Geweben gebildet werden
(FRIEDRICHS et al., 1995; YANG et al., 1995; DOBRYSZYCKA, 1997). Es
besteht eine Korrelation zwischen HP-Konzentrationen in Blut (bHP) und Milch
(mHP) (ECKERSALL et al., 2001; NIELSEN et al., 2004; KOVAC et al., 2007).
Im Zusammenhang mit wichtigen Erkrankungen der Frithlaktation kommt es zu
signifikanten Erhohungen der HP-Konzentration (ECKERSALL & BELL, 2010;
CECILIANI et al., 2012), was HP zu einem interessanten Parameter fiir den

Gesundheitszustand der frischlaktierenden Kuh macht.

Die Frihlaktation stellt einen besonders kritischen Zeitraum in der
Laktationsperiode einer hochleistenden Milchkuh dar. Der Energiebedarf fiir
Erhaltung und zunehmende Milchleistung kann durch die Futteraufnahme nicht
gedeckt werden, was in den ersten Laktationswochen fast unvermeidlich zu einem,
bei moderater Auspriagung als physiologischen Vorgang angesehenen, Zustand der
negativen Energiebilanz fiihrt (BAIRD, 1982; DRACKLEY, 1999). Die negative
Energiebilanz induziert die Mobilisierung von Korpermasse (BAIRD, 1982), fiir
deren Ausmafl die Konzentration freier Fettsduren (nonesterified fatty acids,
NEFA) im Blut als aussagekriftiger Parameter gilt (ADEWUYTI et al., 2005). Die
NEFAs werden im Regelfall durch die Leber zu Acetyl-Coenzym A (fiir die
Gluconeogenese im Citratzyklus) oxidiert, konnen bei unvollstandiger Oxidation
aufgrund von limitierter Leberstoffwechselkapazitit oder exzessiver NEFA-
Freisetzung aber auch in Ketonkdrper umgewandelt, und dem Korper als alternative
Energiequelle zur Verfiigung gestellt werden (BERG et al., 2018). Eine erhohte
Konzentration an Ketonkdrpern aufgrund von iiberméBiger Produktion belastet den
Organismus, reduziert die Futteraufnahme durch Inappetenz, und bedingt das
Krankheitsbild der Ketose (STOBER et al., 2006). Diagnostizierbar ist die
subklinische Ketose liber die Messung des Ketonkdrpers 3-Hydroxybutyrat (BHB)
im Blut (DUFFIELD, 2000), im Harn oder in der Milch (DUFFIELD &
LEBLANC, 2009). Der Ubergang zur klinischen Ketose geht mit dem Auftreten
klinischer Symptome einher. HP ist positiv mit BHB- und NEFA-Konzentrationen
korreliert (EL-DEEB & EL-BAHR, 2017; HAJEK et al., 2020) und demnach bei
3
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Ketose und Fettmobilisierung erhoht. Aber auch zusammenhéngend mit dem
Fettleber-Syndrom, das durch die intrazellulire Einlagerung von NEFAs in
Lebergewebe entsteht (HOLTENIUS & HOLTENIUS, 1996), wurden bereits
erhohte HP-Konzentrationen nachgewiesen (AMETAJ et al., 2005). Fir
subklinische Ketose sind in der Literatur Prdvalenzen von 8 % bis 47,2 %
angegeben (DUFFIELD, 2000; SUTHAR et al., 2013; TATONE et al., 2017). Die
Prévalenz fiir erhohte postpartale (p.p.) NEFA-Konzentrationen (Laktationstag 1 —
14) liegt mit fast 35 % in einem vergleichbaren Bereich (MCART et al., 2013).
Lange wurde davon ausgegangen, dass die erhéhten Konzentrationen an NEFAs
und Ketonkoérpern im Rahmen von negativer Energiebilanz und Lipolyse eine
postpartale Immunsuppression verursachen und aufgrund dessen eine Korrelation
zwischen NEFAs und den klassischen Erkrankungen der Friihlaktation, wie zum
Beispiel Metritis (OSPINA et al., 2010), besteht. Diese Annahme wurde 2021 von
HORST et al. (2021) infrage gestellt, die ihrerseits davon ausgehen, dass bereits
vor der Transitphase durch inflammatorische Zustdnde und Immunaktivierung eine
Hypophagie induziert wird, die dann erst sekundidr zum Anstieg von NEFAs und
Ketonkérpern im Blut fiihrt. Beide Theorien erkldren die Zusammenhinge
zwischen negativer Energiebilanz mit teils erhohten NEFA- oder BHB-
Konzentrationen und relevanten Produktionserkrankungen der Milchviehhaltung
(COLLARD et al., 2000; DUFFIELD et al., 2009; OSPINA et al., 2010;
SORDILLO & RAPHAEL, 2013). Die Parameter BHB und NEFA sind auerdem
mit HP korreliert (EL-DEEB & EL-BAHR, 2017; HAJEK et al., 2020), fiir welches
wiederum ein enger Bezug zu ebenjenen entziindlichen Erkrankungen bekannt ist

(ECKERSALL & BELL, 2010; CECILIANI et al., 2012).

Laut GERNAND et al. (2012) gehéren neben den oben beschrieben
Stoffwechselstorungen (Inzidenz pro Laktation 3,5 — 23,1 %) auch die
Fruchtbarkeitsstérungen (Inzidenz pro Laktation 51,3 — 58,1 %), Lahmheiten
(Inzidenz pro Laktation 18,2 — 31,0 %) und Mastitiden (Inzidenz pro Laktation 31,7
— 47,8 %) zu den bedeutendsten Erkrankungskomplexen in der Milchviehhaltung.
Ahnliche Ergebnisse wurden bereits 2004 auch von WHITAKER et al. (2004)
verdffentlicht (durchschnittliche Betriebs-Inzidenzen: Fruchtbarkeitsstérungen
23,5 %, Lahmheiten 21,6 %, Mastitiden 37,9 %), was die andauernde Relevanz
dieser Produktionserkrankungen deutlich macht. Vergleichbare Zahlen spiegeln
sich in den Tierabgéngen von Milchviehbetrieben mit Milchleistungspriifung aus
4
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dem Jahr 2019 wider, fiir die Storungen der Fertilitit (20,5 %), gefolgt von
Eutererkrankungen (12,8 %), Klauenerkrankungen (11,5 %) und
Stoffwechselstérungen (3,7 %) als  ursdchlich  erfasst  wurden
(BUNDESVERBAND RIND UND SCHWEIN, 2020). Alle vier Krankheitsbilder
konnen hédufig wihrend der Frithlaktation auftreten (CARVALHO et al., 2019;
MACMILLAN et al., 2021) und stehen in Zusammenhang mit erhdhten HP-
Konzentrationen in Blut oder Milch. Erhohtes bHP wurde unter anderem bei
Metritis (CHAN et al.,, 2010; BURFEIND et al., 2014; POHL et al., 2015;
BARRAGAN et al., 2018) und Endometritis (BRODZKI et al., 2015a; BRODZKI
et al., 2015b) gemessen und ist auerdem zusammenhéingend mit Ovarialzysten
(BRODZKI et al., 2019) nachweisbar. Ebenso steigt der Parameter aufgrund einer
Akute-Phase-Reaktion durch die zugrunde liegenden Klauenerkrankungen mit
zunehmendem Lahmbheitsgrad an (SMITH et al., 2010; TADICH et al., 2013).
Dasselbe gilt fiir mHP, das bei Mastitiden erhoht ist (CECILIANI et al., 2012), mit
zunehmendem Schweregrad ansteigt (WENZ et al., 2010; PYORALA et al., 2011;
KALMUS et al., 2013), und dariiber hinaus, unter anderem durch die lokale
Synthese in neutrophilen Granulozyten (LAI et al., 2009), direkt mit der Zellzahl
korreliert ist (NIELSEN et al., 2004; AKERSTEDT et al., 2007; KOVAC et al.,
2007; LAI et al., 2009).

Aufgrund der hohen Pridvalenz von Erkrankungen in der vulnerablen Phase der
Frithlaktation und ihrer groBen Bedeutung fiir die betriebliche Tiergesundheit der
gesamten Laktationsperiode ist aufler einem regelméBigen Monitoring der
Energieversorgung und der Stoffwechselsituation auch ein Monitoring des
Entziindungszustandes fiir die Fritherkennung auffilliger Tiere entscheidend. Die
Analyse von Milchinhaltsstoffen aus nicht-invasiv und automatisiert gewonnenen
Milchproben stellt seit Jahren eine wichtige Informationsgrundlage fiir das
datenbasierte Tiergesundheitsmonitoring dar. Bislang ist weder auf Einzeltier- noch
auf Herdenebene ein Entziindungsparameter in der routineméfigen Milchanalytik
durch MLP oder AMS verfiigbar. Daher war das Ziel der vorliegenden
Untersuchung, Haptoglobin in Milch als Indikator fiir entziindliche Erkrankungen
bei Milchkiihen in der Friihlaktation zu diskutieren und dessen Nutzung im Rahmen
des Tiergesundheitsmonitorings zu bewerten. Dazu wurden die Ergebnisse einer
umfassenden wissenschaftlichen Literaturrecherche in einem formatierten
Ubersichtsartikel zusammengestellt (Publikation I). Dariiber hinaus wurden die
5
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Zusammenhénge zwischen Haptoglobin in Milch einerseits und klinischen sowie
labordiagnostischen Parametern anderseits in einer Feldstudie untersucht und ein
Grenzwert fiir die Unterscheidung von gesunden und kranken Tieren ermittelt
(Publikation II).
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ZUSAMMENFASSUNG

Haptoglobin (HP) ist als Akute-Phase-Protein Teil der unspezifischen
Immunantwort und stellt einen aussagekriftigen Indikator fiir
Entziindungszustdnde beim Rind dar. Die vorliegende Arbeit soll einen
Uberblick iiber bisherige Studienergebnisse zu Serum- und Milch-HP in
Zusammenhang mit Erkrankungen in der Friihlaktation unter besonderer
Beriicksichtigung der Eutergesundheit geben. Bei entziindlichen
Erkrankungen des Reproduktionstraktes, des Stoffwechsels und des
Bewegungsapparates steigt HP im Blutserum an und kann als unspezifischer
Indikator fiir Erkrankungen in der Friihlaktation dienen.

Fiir die Differenzierung von gesunden und kranken Tieren stehen Grenzwerte
zur Verfiigung. Es besteht eine Korrelation zwischen HP in Blut und Milch.
Die HP-Konzentration in Milch wird nicht nur von systemischen
Erkrankungen beeinflusst, sondern das Euterepithel ist im Fall einer
Infektion auch selbst in der Lage, HP zu synthetisieren. Bei Mastitis kann
anhand der HP-Konzentration auf die Schwere der Erkrankung
riickgeschlossen werden. Auflerdem liefert die Hohe des HP-Anstiegs in
Milch Hinweise auf das verursachende Pathogen. Fiir die Differenzierung
von gesunden und subklinisch bzw. klinisch erkrankten Tieren stehen
Grenzwerte fiir Milch-HP zur Verfiigung.

ABSTRACT

As an acute-phase protein Haptoglobin (HP) is part of the nonspecific
immune response and represents a strong indicator for inflammatory
conditions in cattle. The purpose of this article is to provide an overview of
previous study results on serum and milk HP related to diseases in early
lactation with special consideration of udder health. During inflammatory
diseases of the reproductive tract, metabolism and musculoskeletal system,
HP increases in the serum and may serve as a nonspecific indicator for
diseases during early lactation. Threshold values are available for the
differentiation of healthy from diseased animals. A correlation exists
between HP in blood and milk. The HP concentration in milk is not only
influenced by systemic disorders, as the udder epithelium is also
independently capable of synthesizing HP in case of an infection. In mastitis,
HP concentration may be used to estimate the severity of the disease. In
addition, HP may provide certain suspicions regarding the causative
pathogen. Threshold values for milk HP are available for the differentiation
of healthy individuals from subclinically resp. clinically affected animals.
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Einleitung

Akute-Phase-Proteine (APP) dienen in der Humanmedizin schon

lange als diagnostische Indikatoren fiir Entziindungsgeschehen [1]. Bereits
1930 wurde das C-reaktive Protein als erstes bekanntes APP beschrieben und
erforscht [2]. Im Rahmen der Akute-Phase-Reaktion werden APP freigesetzt
und erfiillen vielfaltige Funktionen, um den Organismus vor Schidigungen
durch eindringende Pathogene zu schiitzen.

Diese erste unspezifische Immunreaktion des Korpers ist Teil des
angeborenen Immunsystems und wird bis heute unter dem von Abernethy
und Avery [3] gepriagten Begriff der ,,Akuten Phase* zusammengefasst.

Im Fall einer Gewebeschiddigung durch externe oder interne Faktoren

[4 — 6] setzen korpereigene Gewebsmakrophagen und Monozyten [5, 7] die
Entziindungsmediatoren Interleukin-18 (IL-18), Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) und Interleukin-6 (IL-6) [4, 7] frei und 16sen damit eine Akute-
Phase-Reaktion aus. Es kommt zur Synthese von APP in der Leber und in
den betroffenen Geweben [4, 7, 8]. Substanzen wie C-reaktives-Protein,
Serum-Amyloid-A (SAA) und Haptoglobin erfahren daraufhin einen
Konzentrationsanstieg und erfilllen im Verlauf einer komplexen
Immunantwort spezifische Aufgaben [9]. Der Nachweis dieser und weiterer
Proteine im Blutserum gibt frithzeitig Auskunft iiber das ablaufende
Entziindungsgeschehen und stellt sowohl ein diagnostisches als auch
prognostisches Werkzeug dar [10 — 12].

Der diagnostische Wert von APP wurde auch in der Veterindrmedizin
untersucht. Konzentrationen und Aussagekraft der einzelnen Proteine
unterscheiden sich hinsichtlich Tierart und Art der Erkrankung [10, 11, 13,
14]. Wihrend beim Menschen vor allem das C-reaktive-Protein von grofer
Bedeutung ist, gilt beim Rind unter anderem das bovine Haptoglobin (HP)
als aussagekraftiges APP [9, 15]. Im Rahmen einer Immunreaktion steigt HP
im Serum innerhalb von 24-48 Stunden [7, 10, 15] nach der Infektion um das
100 bis 1000-fache an [15], wihrend es unter physiologischen Bedingungen
im gesunden Tier kaum nachweisbar ist [13, 14]. Nach Verschwinden des
initialen Stimulus sinkt die HP-Konzentration innerhalb von 4 bis 7 Tagen
wieder auf ein physiologisches Ausgangsniveau ab [2].

Die Hauptaufgabe von HP besteht in der Bindung von freiem Hamoglobin
aus zerstorten Erythrozyten und der daraus resultierenden antioxidativen
Wirkung [4, 8 — 10]. Durch die Komplexbildung mit HP ist das freie Eisen
nicht mehr fiir den Stoffwechsel eindringender Pathogene verfiigbar [4]. Der
Komplex aus HP und dem daran gebundenen Hémoglobin hat eine
Halbwertszeit von 20—50 Minuten und wird im Folgenden von Makrophagen
aus der Blutbahn entfernt [4]. Nach Jain et al. [2] hat HP einen direkten
bakteriostatischen Effekt und wirkt antiinflammatorisch.

Dieser Artikel soll 1. einen Uberblick iiber bisherige Studienergebnisse zu
Serum-HP in Zusammenhang mit bedeutsamen Erkrankungen der
Friihlaktation geben und 2. die Einsatzmoglichkeiten der Bestimmung von
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Milch-HP in Bezug auf Infektionen des Euters mit verschiedenen Pathogenen
evaluieren.

Material und Methoden

Fiir die vorliegende Ubersichtsarbeit wurden die Datenbanken Web of
Science (1899 bis heute), Pubmed (1996 bis heute), der Online-Katalog
(OPAC) der Universitdtsbibliothek der LMU Miinchen und die
Suchmaschine Google Scholar verwendet.

Als Suchbegriffe bei der Literaturrecherche wurden ,,Bovine haptoglobin®,
»acute phase protein cattle”, ,,Haptoglobin inflammation®, ,,Inflammatory
disease cattle®, ,,Haptoglobin milk®“, ,,Haptoglobin mastitis“ und ,,somatic
cell count haptoglobin® verwendet. Insgesamt wurden im Rahmen der
Literaturrecherche 223 Artikel gesichtet und geméf ihrer Relevanz fiir die zu
bearbeitende Thematik gewichtet und sortiert.

Fiir die Erstellung des vorliegenden Ubersichtsartikels wurden 75 Quellen
aus nationalen und internationalen wissenschaftlichen Zeitschriften mit
Gutachtersystem herangezogen. Originalarbeiten wurden priorisiert
beriicksichtigt; auferdem  wurden  ausgewdhlte systematische
Ubersichtsartikel verwendet. Inhalte und Methoden der zitierten Artikel
wurden nachvollzogen und gemdB der Fragestellung des vorliegenden
Ubersichtsartikels ausgewertet.

Haptoglobin im Serum

Im Blutserum des Rindes wird HP vorwiegend quantitativ mittels ELISA
nachgewiesen [16]. Eckersall und Bell [15] definierten die HP-Konzentration
gesunder Tiere als < 0,02 mg/ml, wiahrend Huzzey et al. [17] einen
Schwellenwert von 0,1 mg/ml nutzten. Hajek et al. [18] konnten gesunde und
kranke Tiere anhand eines mittels Clusteranalyse erhobenen Grenzwertes
von 0,18 mg/ml voneinander unterscheiden. Im Rahmen akuter entziindlicher
Erkrankungen wie Mastitis, Enteritis, Pneumonie, Endometritis, Peritonitis
und Endokarditis kommt es zu signifikanten Erhéhungen der HP-
Konzentration [15].

Unabhéngig von klinischen Erkrankungen wird HP von einer Reihe weiterer
Parameter beeinflusst. Jahreszeit, Stress und der zeitliche Abstand zur
Kalbung miissen fiir die Interpretation gemessener HP-Konzentrationen
beriicksichtigt werden (U Abb. 1).

In den Sommermonaten wiesen sowohl Hajek et al. [18] (Juli bis September)
als auch Alberghina et al. [19] (Juni bis Juli) im Blutserum signifikant hohere
HP-Konzentrationen nach als wihrend der restlichen Monate (p <0,001 bzw.
p < 0,05). Konkret maBlen Hajek et al. [18] bei in den Sommermonaten
beprobten Tieren signifikant hdufiger HP-Konzentrationen iiber 0,35 mg/ml
als bei in den kiihleren Monaten (Juni, Oktober, November, Dezember)
beprobten Kiihen (p <0,001). Chan et al. [20] stellten dagegen wéhrend einer
einjahrigen Beprobung von Férsen keine Beeinflussung der HP-
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Konzentration durch warme (27,3 += 1,4 °C) und kalte (19,8 £ 2,2 °C)
Temperaturen fest. Als mogliche Ursache fiir die voneinander abweichenden
Ergebnisse wire ein groeres Temperaturgefille in den Studien von Hajek et
al. [18] und Alberghina et al. [19] im Vergleich zu der Studie von Chan et al.
[20] denkbar.

Des Weiteren wurden Zusammenhdnge zwischen HP und dem Einwirken
verschiedener Stressoren belegt. Eine Studie von 2008 zeigte signifikant
erhohtes HP von durchschnittlich 0,669 mg/ml (0,264 bis 2,577 mg/ml)
innerhalb von 48 Stunden nach einem sechsstiindigen Transport und einer
darauffolgenden Aufstallung auf rutschigen Boden in den Seren adulter Tiere
(p <0,05) [21].

AuBer Jahreszeit und Stress stellt die Kalbung einen wichtigen, die HP-
Konzentration beeinflussenden Faktor dar. Uchida et al. [22] wiesen bei 74
% der beprobten Tiere einen Anstieg der HP-Konzentration zum Zeitpunkt
der Kalbung nach. Vor der Kalbung konnte HP dagegen nur bei 0-10 % der
Tiere detektiert werden [22]. Dies deckt sich mit einer Studie von 2016, in
der die geringsten HP-Konzentrationen kurz vor der Kalbung gemessen
wurden, wihrend postpartal (p.p.) deutlich erhdhte Konzentrationen (HP 0—
1 Monat nach der Kalbung: 0,1398 + 0,0098 mg/ml) nachweisbar waren [23].
In dieser Studie waren die Haptoglobinwerte bei Kiihen im ersten Monat p.p.
im Vergleich zu den Werten vor dem Kalben im Mittel um 28 % erhoht.
Auch Arfuso et al. [24] maBen die hochsten HP-Konzentrationen zum
Zeitpunkt der Kalbung und das niedrigste HP im prépartalen Zeitraum (p <
0,001). Sowohl gesunde als auch erkrankte Tiere weisen laut Humblet et al.
[25] in den ersten 7 Tagen p.p. hohe HP-Konzentrationen auf. Von den
Autoren wird eine durch die Kalbung ausgeldste physiologische Akute-
Phase-Reaktion als Ursache vermutet [25], wiahrend Arfuso et al. [24] von
einer verdnderten Entziindungsanfilligkeit der Kiihe aufgrund von Stress
durch die Kalbung ausgehen. Die HP-Konzentrationen primiparer und
multiparer Tiere unterschieden sich in der Arbeit von Humblet et al. [25]
statistisch nicht signifikant voneinander.

Abb. 1: Vergleichende Darstellung von HP-Konzentrationen im Blut
(mg/ml) aus verschiedenen Arbeiten: Grenzwerte fiir Blut-HP, Einfluss
von Stress, Einfluss der Kalbung, HP im Zusammenhang mit
Uteruserkrankungen, HP im Zusammenhang mit Erkrankungen des
Bewegungsapparates. Quelle ©: S. Plattner

Fig. 1: Comparative representation of HP concentrations in blood
(mg/ml) from several articles: Cut-off values for blood HP, impact of stress,
impact of calving, HP related to uterine diseases, HP related to
musculoskeletal diseases. Source ©: S. Plattner
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Haptoglobinkonzentrationen (mg/ml) im Blut

Haptoglobin im Zusammenhang mit Uteruserkrankungen

In einer Arbeit von 2001 wurde die Haptoglobinkonzentration im Plasma
sowohl durch den zeitlichen Abstand zur Kalbung (p < 0,05) als auch durch
den Grad der bakteriellen Kontamination des Uterus (p < 0,05) beeinflusst
[26]. Die Plasmakonzentrationen nahmen in der Zeit nach der Abkalbung ab
und erreichten ihr Minimum im Durchschnitt am Tag 14 p.p. Die HP-
Konzentrationen nahmen dariiber hinaus auch mit der fortschreitenden
Uterusinvolution ab [26]. Chan et al. [27] stellten ebenfalls bei klinisch
gesunden Tieren einen Riickgang der HP-Konzentration innerhalb der ersten
3 Wochen p.p. parallel zur Uterusinvolution fest (Tag 3 p.p.: 0,63 + 0,302
mg/ml; Woche 3 p.p.: 0,086 = 0,073 mg/ml). Bei an Metritis erkrankten
Tieren blieben die HP-Werte iiber 6 Monate nach der Kalbung erhéht (Tag 3
p-p-: 1,105 £ 0,430 mg/ml; Woche 3 p.p.: 0,368 = 0,255 mg/ml; Monat 6 p.p.:
0,179 £ 0,173 mg/ml), wihrend die Ausgangswerte (definiert als < 0,1309
mg/ml) bei der klinisch gesunden Kontrollgruppe bereits in der dritten
Woche p.p. wieder erreicht wurden [27].

Kiihe mit akuter puerperaler Metritis haben signifikant hohere Serum HP-
Konzentrationen [28 — 30]. Gleiches gilt fiir Kithe mit Endometritis oder
Ovarialzysten in der Friithlaktation [31 — 33]. Nach Huzzey et al. [17] ist die
Wabhrscheinlichkeit, eine schwere oder leichte Metritis zu entwickeln, 6,7-
mal hoher bei Kiithen mit einer HP-Konzentration von > 1 mg/ml an Tag 3
p-p- Auch Dubuc et al. [34] assoziierten HP > 0,8 mg/ml innerhalb der ersten
7 Tagen p.p. mit einer zweifach héheren Wahrscheinlichkeit an Metritis zu
erkranken (Sensitivitét: 39,1; Spezifitét: 79,6; p < 0,01). Laut Shin et al. [35]
ist eine HP-Konzentration von > 0,1 mg/ml in der postpartalen Woche bereits
mit einer hoheren Inzidenz von peri- und postpartalen Stérungen sowie einer
geringeren Milchleistung und Reproduktionsfahigkeit verbunden.

Smith et al. [36] untersuchten HP als Indikator fiir die Erfolgskontrolle im
Behandlungsfall und wiesen eine Abnahme der anfangs erhohten HP-
Konzentrationen durch die antibiotische Behandlung von toxischer
puerperaler Metritis wihrend eines fiinftdgigen Behandlungsintervalls nach.
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Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei der Behandlung von Infektionen
des Harntraktes dokumentiert. Erfolgreich behandelte Tiere wiesen geringere
HP-Konzentrationen (Median: 2,55 mg/ml) auf als Tiere, deren Zustand sich
durch die antibiotische Behandlung nicht besserte (Median: 7,540 mg/ml)
[37].

Haptoglobin im Zusammenhang mit Stoffwechselstorungen

Der Nachweis des Ketonkdrpers Beta-Hydroxybutyrat (BHB) im Blut und
die Bestimmung der Konzentration freier Fettsduren (NEFA) sind aussage-
kréftige Parameter fiir das Vorliegen von Ketose bzw. einer negativen
Energiebilanz bei Milchkithen. Beide Parameter weisen eine positive
Korrelation mit erhdhtem HP auf [18, 38]. Urséchlich wird angenommen,
dass durch die Oxidation der bei Energiemangel freigesetzten Fettsduren
(NEFA) ein inflammatorischer Zustand entsteht [38]. Von anderen Autoren
wurde in einer Studie von 2016 vermutet, dass eine erhohte intestinale
Permeabilitit (Leaky-gut Syndrom) im Zeitraum der Kalbung und die
dadurch bedingte Lipopolysaccharid (LPS)-Infiltration die Entwicklung von
Ketose begiinstigen [39]. Eine dhnliche Theorie verfolgten Gozho et al. [40],
die in ihrer Studie erhohte HP-Konzentrationen bei der Induktion von
subakuter Pansenazidose (SARA) beobachteten. Sie fithrten den Anstieg der
APP HP und SAA unter anderem auf die Bildung von Mikrolédsionen im
Pansenepithel zuriick, die eine Migration von LPS in den systemischen
Blutkreislauf ermdglichen. Des Weiteren wird ein Zusammenhang zwischen
HP und dem Fettleber-Syndrom vermutet [41]. Tiere mit erhohtem
Leberfettgehalt wiesen in einer Studie von Ametaj et al. [41] an Tag 3, Tag
8 und Tag 12 nach der Kalbung héhere HP-Serumkonzentrationen auf als
Kiihe einer gesunden Kontrollgruppe (p < 0,1; p < 0,05; und p < 0,05). Der
Korperfettanteil von Milchkithen scheint dagegen nicht mit erhdhten
Serumkonzentrationen von HP zusammenzuhidngen [42], obwohl HP als
Adipokin eingestuft wird und HP-mRNA-Expression in Fettgeweben
nachgewiesen wurde [42, 43]. Unterschiedliche Grade von Adipositas
werden demnach nicht als Storfaktoren bei der Verwendung von HP als
Entziindungsmarker gesehen [42].

Haptoglobin im Zusammenhang mit Lahmheit

Klauenerkrankungen konnen eine systemische Akute-Phase-Reaktion bei
Milchkiithen ausldsen und gehen mit einer signifikanten Erhdhung der HP-
Konzentration einher [44 — 46]. Tothova et al. [44] untersuchten den Einfluss
von Klauenerkrankungen auf die Konzentration verschiedener APP und
wiesen einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den HP-
Konzentrationen gesunder Tiere (n = 23; 0,094 + 0,086 mg/ml) und denen
kranker Tiere (n = 35; 0,450 = 0,601 mg/ml) nach. In einer Studie von Nazifi
et al. [47] wurden 3,3-mal hohere HP-Konzentrationen bei an interdigitaler
Dermatitis erkrankten Tieren als bei gesunden Vergleichstieren gemessen.
Auch mit einem zunehmenden Locomotion-Score (LS) steigt die HP-
Konzentration im Serum [46, 48]. Nach Tadich et al. [48] betrdgt die HP-
Konzentration bei einem LS > 1 mehr als 0,1 mg/ml.
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Haptoglobin in der Milch

HP wird sowohl in der Leber als auch direkt in betroffenen Geweben
synthetisiert [8, 49, 50]. Die Expression von HP-mRNA wurde 1995 sowohl
in Alveolarepithelzellen von Maiusen und Pavianen [49], als auch in
Adipozyten von Méusen [50] nachgewiesen.

Findet die HP-Synthese bei einer systemischen Entziindungsreaktion des
Rindes in der Leber statt, diffundiert HP aus dem Blut in die Milch und steigt
dort nachweisbar an [51]. Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen
der HP-Konzentration im Serum und der HP-Konzentration in der Milch
(Eckersalletal. [51]r=0,51,p<0,001; Kovac etal. [52] r=0,69, p=0,0003)
[51 — 53]. Das Alveolarepithel [54, 55] des Euters ist im Fall einer Mastitis
aber auch selbst in der Lage, einige APP zu synthetisieren und so eine
schnelle lokale Abwehrreaktion auszuldsen [15, 54 — 56]. HP erfdhrt dann
schon kurze Zeit nach der Infektion einen starken Konzentrationsanstieg in
der Milch des erkrankten Euterviertels. Hiss et al. [56] stellten bereits 3
Stunden nach einer intramamméren Infusion mit Lipopolysaccharid (LPS)
35-mal hohere HP-Konzentrationen als vor der Verabreichung fest (p <
0,05). Mittels ELISA ist HP als frither diagnostischer Indikator fiir Mastitis
nachweisbar [2, 15, 56]. Eine weitere Quelle fir HP in Milch stellen
neutrophile Granulozyten dar, deren Anzahl aufgrund der lokalen
Entziindung im Euter ansteigt und die ihrerseits HP synthetisieren [57]. Es
besteht eine positive Korrelation zwischen erhohten Zellzahlen (SCC) und
erhohtem HP in Milch [52, 53, 57, 58] (Kovac et al. [52]: r=0,83; p <0,0001;
Laietal. [57]:r=0,742; p<0,01).

In der Milch gesunder Kiihe ist HP niedrig oder nicht nachweisbar [51, 59,
60]. Die Milchkonzentration von HP wird aber, wie auch die
Serumkonzentration, von der Kalbung beeinflusst. Thomas et al. [61] wiesen
bei Kithen nach der Kalbung moderat erhhte HP-Konzentrationen in
Gesamtgemelksproben nach und beobachteten in den ersten 3—5 Tagen p.p.
ein Absinken von HP auf einen Median von 5,2 pg/ml (Tag 5). Die HP-
Konzentration von Tag 4 p.p. unterschied sich nicht signifikant von den
Werten an Tag 10 p.p. [61]. Vermutet werden kann demnach, dass ab Tag 4
p-p- wieder physiologische HP-Konzentrationen zu erwarten sind.

Haptoglobin als Indikator fiir subklinische und klinische Mastitis

Waihrend klinische Mastitis durch abnorme Milch und die lokale bzw.
systemische Entziindungssymptomatik diagnostiziert wird, stiitzt sich die
Diagnose der subklinischen Mastitis auf den Nachweis einer
Zellzahlerhdhung via California Mastitis Test oder durch die Daten der
Milchleistungspriifung. Auch der HP-Wert erlaubt eine Unterscheidung von
gesunden Kiihen und subklinisch bzw. klinisch an Mastitis erkrankten Tieren
[62, 63]. In einer Studie von Pydrél et al. [64] war die HP-Konzentration bei
Fillen von klinischer Mastitis (80,0 pg/ml; Interquartilsabstand IQR 10,2 bis
332,0 ug/ml) hoher als bei Fillen von subklinischer Mastitis (33,8 pg/ml;
IQR < 7,8 bis 135,5 pg/ml) (p = 0,014). &3 Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber
HP-Grenzwerte aus verschiedenen Studien im Zusammenhang mit
klinischen bzw. subklinischen Mastitiden. Thomas et al. [65] und Wollowski
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et al. [62] unterschieden anhand der Grenzwerte 3,5 bzw. 3,65 pg/ml
zwischen ,,gesund“ und ,,subklinisch erkrankt“ (> 100.000 Zellen/ml Milch),
wiahrend Hiss et al. [66] mit 2,7 pg/ml (subklinische Mastitis > 200.000
Zellen/ml Milch) einen geringgradig niedrigeren Grenzwert definierten (Q
Tab. 1).

Tab. 1: Grenzwerte fiir die Unterscheidung von eutergesunden,
subklinisch, und klinisch an Mastitis erkrankten Kiihen anhand der HP-
Konzentration in Milch.

Tab. 1: Cut-off values for the differentiation of healthy, subclinical, and
clinical with mastitis infected cows based on the concentration of HP in
milk.

Hapto- | Sensitivitit | Spezifitit Area p-Wert Quelle
globin under
the
curve
(AUC)
Grenzwert 3,65 0,92 0,94 0,980 < 0,001 ‘Wollowski
subklinische pg/ml et al.
Mastitis (2021)!
[62]
2,7 0,89 0,92 Keine Keine Hiss et al.
ug/ml Angabe | Angabe (2007)*
[66]
3,5 0,74 0,69 0,75 Keine Thomas et
ug/ml Angabe | al. (2015)°
[65]
Grenzwert 5,40 0,96 0,99 0,997 <0,001 Wollowski
Kklinische pg/ml et al.
Mastitis (2021)!
[62]
Grenzwert 12,65 0,74 0,75 0,796 <0,001 Wollowski
subklinische pg/ml et al.
zu klinischer (2021)!
Mastitis [62]
7.9 0,53 0,95 0,78 Keine Thomas et
pg/ml Angabe | al. (2015)°
[65]

! Anzahl Euterviertel (n), Wollowski et al. (2021): 67 gesunde Euterviertel (< 100.000 Zellen / ml Milch), 107
subklinisch erkrankte Euterviertel (> 100.000 Zellen / ml Milch), 115 klinisch erkrankte Euterviertel
(Entziindungssymptomatik)

2 Anzahl Euterviertel (n), Hiss et al. (2007): 17 gesunde Euterviertel (< 100.000 Zellen / ml Milch), 66
subklinisch erkrankte Euterviertel (> 100.000 Zellen / ml Milch und 2 von 3 positiven bakteriologischen
Untersuchungsergebnissen); keine Angabe zu (n) Euterviertel mit > 200.000 Zellen / ml Milch

3 Anzahl Proben Gesamtgemelk (n), Thomas et al. (2015): 29 als ,,gesund* klassifizierte Proben (< 100.000
Zellen / ml Milch), 8 als ,,subklinisch erkrankt klassifizierte Proben (100.000 — 200.000 Zellen / ml Milch),
17 als , klinisch erkrankt* klassifizierte Proben (>200.000 Zellen / ml Milch)
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Haptoglobin als Indikator fiir verschiedene Mastitis verursachende
Pathogene

Uber die Anwendung als Indikator fiir subklinische und klinische Mastitis
hinaus, kann mittels HP auch auf den Schweregrad der Erkrankung
riickgeschlossen werden. Auerdem liefert die Hohe der HP-Konzentration
Hinweise auf die Mastitis-verursachenden Pathogene.

Kalmus et al. [67] wiesen bei schweren Mastitiden mit gestdrtem
Allgemeinbefinden signifikant hohere HP-Konzentrationen nach als bei
milden (abnorme Milch) oder moderaten (lokale Entziindungssymptomatik)
Krankheitsverlaufen (p = 0,006). Eine mit dem Schweregrad der
Symptomatik bei klinischer Mastitis zunehmende HP-Konzentration ergab
auch eine Studie aus 2011 von Pyorila et al. [64].

Kalmus et al. [67] maBen auBerdem signifikant hohere HP-Konzentrationen
bei Infektionen mit E. coli oder mit Sc. dysgalactiae als bei Infektionen mit
anderen Erregern (D Tab. 2). Auch Thomas et al. [63] beschrieben
signifikante HP-Konzentrationsunterschiede im Zusammenhang mit
verschiedenen Mastitis-verursachenden Erregergruppen (p = 0,000) (& Tab.
2). Die hochsten HP-Konzentrationen wurden in dieser Studie bei
Infektionen mit E£. coli nachgewiesen. Umweltstreptokokken verursachten
ebenfalls deutliche Konzentrationserhohungen, wihrend S. aureus und
Koagulase negative Staphylokokken (KNS) nur geringgradig erhhtes HP
bedingten (Q Tab. 2) [63]. Die Arbeit von Pyorila et al. [64] ergab dhnlich
niedrige Konzentrationen bei Infektion mit KNS; die hochsten HP-Werte
wurden hier aber aufer bei Infektionen mit £. coli auch bei Mastitiden durch
T. pyogenes gemessen (UTab. 2). Obwohl HP in Milch durch eine Infektion
mit Sc. uberis ebenfalls ansteigt (D Tab. 2), kommt es nach Pedersen et al.
[68] zu keiner Erhohung der HP-Konzentration im Blut. Pedersen et al. [68]
wiesen maximal zehnfach erhohte HP-Konzentrationen in der Milch
infizierter Euterviertel nach und auch Thomas et al. [63] stellten nur moderate
HP-Erh6hungen durch Umweltstreptokokken fest (U Tab. 2).

Nach Wenz et al. [69] ist HP bei Infektionen mit gram-negativen Erregern
doppelt so hoch wie bei Infektionen mit gram-positiven Erregern (p = 0,01).
Dariiber hinaus wiesen schwer und moderat erkrankte Tiere dieser Studie
doppelt so hohe HP-Werte auf wie Tiere mit einer milden Euterentziindung
(p <0,001) [69].

In den fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Studien (L Tab. 2) wurden
die hochsten HP-Konzentrationen bei Infektionen mit E. coli gemessen. Als
Ursache hierfiir kann die starke systemische Entziindungsreaktion,
hervorgerufen durch die im Krankheitsverlauf freigesetzten Endotoxine [64],
vermutet werden. HP steigt darauthin nicht nur in der Milch, sondern auch
im Blut stark an [70]. Gleiches konnte fiir Infektionen mit 7. pyogenes gelten,
im Rahmen derer das Euterepithel stark geschéddigt wird. Kalmus et al. [67]
vermuteten, dass die Freisetzung von HP vom Grad der Epithelschdadigung
und dem Ausmaf} der Entziindungsreaktion abhéngt.
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In allen hier beriicksichtigten Untersuchungen wurden die niedrigsten HP-
Konzentrationen im Zusammenhang mit Mastitiden durch S. aureus und
KNS beschrieben (D Tab. 2). Aufgrund dessen schlussfolgerten Simdes et
al. [71], dass HP bei Infektionen mit diesen Pathogenen nur geringe
diagnostische Aussagekraft besitzt. Im Gegensatz dazu stehen Studien von
Eckersall et al. [72] und Gronlund et al. [59], die trotz niedriger
Konzentrationen (Q Tab. 2) einen signifikanten Konzentrationsunterschied
zwischen mit S. aureus infizierten Eutervierteln und den Eutervierteln der
gesunden Kontrollgruppen (p < 0,005 bzw. p = 0,0013) ergaben. S. aureus
und KNS 16sen demnach eine in der Regel milde Entziindungsreaktion aus,
bei der es zu einer geringgradigeren Bildung von Akute-Phase-Proteinen
kommt als bei durch andere Pathogene verursachten Mastitiden.

Tab. 2: HP-Konzentrationen in Milch bei Kiihen mit Mastitis,
verursacht durch verschiedene Pathogene.

Tab. 2: milk HP-concentrations in mastitis cows, caused by different
pathogens.

Pathogen Milch- HP- Standard- HP- Mini- Quellen
proben | Mittel- abwei- Median mum,
(n) wert chung (ng/ml) Maxi-
(ng/ml) | (ng/ml) mum
(ng/ml)
E. coli 57 - - 1052 - Wenz et al.
(2010) [69]
23 - - 2435 - Pyorila et al.
(2011) [64]
9 267,9 + 86,3 - - Rinaldi et al.
(2010) [73]
7 600 +490 - - Suolaja et al.
(2008) [70]
3 - - 81 59,0 - Hiss et al.
184,0 (2007) [66]
18 - - 5754 59,0 - Kalmus et al.
1288,1 (2013) [67]
24 - - 164,1 0,0 - Dalanezi et al.
2009,4 (2020) [74]
T. pyogenes 24 - - 440,3 - Pyorilé et al.
(2011) [64]
10 - - 618.5 5,0 - Kalmus et al.
1155,8 (2013) [67]
Sec. 48 - - 34,5 - Pyorila et al.
(2011) [64]




II. Literaturiibersicht — Publikation I

dysgalactiae 19 - - 2489 74,8 - Kalmus et al.
1118,2 (2013) [67]
Sc. uberis 42 11.1 +04 - - Wollowski et al.
(2021) [62]
43 - - 36,7 - Pyorilé et al.
(2011) [64]
36 - - 385,6 59,0 - Kalmus et al.
970,3 (2013) [67]
S. aureus 21 11,86 +0,3 - - Wollowski et al.
(2021) [62]
44 - - 33,0 - Pyorild et al.
(2011) [64]
49 - - 39,6 0,35 - Hiss et al.
304,8 (2007) [66]
61 40,3 +62,1 19,9 <1,2-323 | Gronlund et al.
(2003) [59]
18 - - 201,1 59,0 - Kalmus et al.
756,2 (2013) [67]
8 229 +10,1 - - Eckersall et al.
(2006) [72]
15 - - 158,7 0,0 - 596,1 Dalanezi et al.
(2020) [74]
KNS 16 8,52 +0,4 - - Wollowski et al.
(2021) [62]
19 - - 403 - Wenz et al.
(2010) [69]
45 - - 7.8 - Pyorild et al.
(2011) [64]
11 - - 123 59,0 - Kalmus et al.
775,5 (2013) [67]
24 - - 0 0,0 -319,1 Dalanezi et al.
(2020) [74]
60 - - 3,1 0,35 - Hiss et al.
576,0 (2007) [66]

Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Haptoglobin im Serum

Bovines Haptoglobin ist ein aussagekriftiges APP beim Rind [9, 15]. Es kann
schnell und einfach gemessen werden und steigt sowohl im Serum als auch
in der Milch im Zusammenhang mit bedeutenden entziindlichen
Erkrankungen der Friihlaktation an [15].

In Hinblick auf Erkrankungen des Reproduktionstraktes, des Stoffwechsels
und des Bewegungsapparates stellt HP einen sensitiven, wenn auch
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unspezifischen Parameter dar. Aufgrund der im Rahmen der Kalbung
ablaufenden Akute-Phase-Reaktion [23, 25] sollte die Interpretation von HP
in der ersten Woche p.p. mit Vorsicht erfolgen. Dariiber hinaus haben
Faktoren wie Hitzestress wiahrend der Sommermonate [18, 19] und auch die
Einwirkung weiterer Stressoren [21] Einfluss auf die HP-Konzentration. Ein
vielversprechender Ansatz konnte die Nutzung von HP als Indikator fiir den
Therapieerfolg sein, die bereits von Smith et al. [36] und El-Deeb et al. [37]
beschrieben wurde. Wie in der Studie von Dubuc et al. [34] konnte HP
auBlerdem als Vorhersageparameter fiir die Erkrankungswahrscheinlichkeit
hilfreich sein.

Die Messung von HP kann die klinische Untersuchung erkrankter
Organsysteme aufgrund der fehlenden Spezifitdt nicht ersetzen, sondern nur
als genereller Indikator fiir das Vorliegen eines entziindlichen Zustands
dienen. Fiir die Diagnose von entziindlichen Prozessen in der Praxis steht
bereits der Glutardialdehyd-Test zur Verfiigung, der allerdings eine gewisse
Latenzzeit voraussetzt, bevor eine positive Reaktion eintritt [75] und der im
Falle von akuter Entziindung somit falsch negativ ausfallen kénnte. HP
dagegen erlaubt aufgrund des schnellen Konzentrationsanstiegs eine Aussage
iiber das Vorliegen von akuten Entziindungen, auch wenn die Hohe der HP-
Konzentration ebenso abhéngig vom Zeitpunkt der Untersuchung des Tieres
im Krankheitsverlauf ist. Trotz der moglichen Varianz der Ergebnisse
(abhédngig vom zeitlichen Abstand zum auslésenden Stimulus) wére ein fiir
die Nutzung im Stall optimierter Serumhaptoglobin-Test wiinschenswert, um
die  diagnostischen = Moglichkeiten bei der Beurteilung von
Entziindungszustéinden zu erweitern.

Haptoglobin in der Milch

AuBler der Messung im Blutserum kann HP auch in der Milch gemessen
werden. Es besteht eine Korrelation zwischen Serum- und Milch-HP [51 —
53]. HP in Milch kann aus der Leber stammen und ins Euter diffundieren
[51] oder aber lokal im Euterepithel und durch neutrophile Granulozyten
gebildet werden [54 — 57]. Die Synthese im Euter dient als schnelle
Abwehrreaktion gegen Pathogene, was die Relevanz der Untersuchung von
Milch-HP im Zusammenhang mit Mastitis erklart.

Die HP-Konzentration erlaubt eine Differenzierung zwischen gesunden
Tieren und Tieren mit subklinischer Mastitis anhand verschiedener
Grenzwerte in der GréBenordnung 2,7-3,65 ug/ml (L& Tab. 1) [ 62, 65, 66].
Die HP-Konzentration ermoglicht auBlerdem eine Einschitzung des
Schweregrades einer Mastitis. Mit zunehmender Schwere der Symptomatik
steigt auch der HP-Wert an [64, 67, 69].

Verschiedene Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass die Gruppe der
beteiligten Mastitiserreger die Hohe der HP-Konzentration beeinflusst [63,
64, 67, 69]. Wenz et al. [69] postulierten, dass gram-negative Erreger hohere
Konzentrationen hervorrufen als gram-positive Pathogene [69]. Dass die
hochsten HP-Konzentrationen in den fiir die vorliegende Arbeit verwendeten
Studien bei Infektionen mit £. coli nachgewiesen wurden (U Tab. 2), stiitzt
diese These. Durch die von E. coli gebildeten Endotoxine wird eine starke
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systemische Entziindungsreaktion ausgeldst, die besonders hohes HP bedingt
[64]. Da aber auch im Rahmen von Infektionen mit 7. pyogenes sehr hohes
HP auftrat (Q Tab. 2), wird dariiber hinaus vermutet, dass das Ausmal der
Gewebeschéddigung [64, 67] neben der Schwere der Entziindungsreaktion
einen groflen Einfluss auf die HP-Konzentration hat.

Eine hohe Milch-HP-Konzentration bei Mastitis ist als Indikator fiir einen
schweren Verlauf mit einer starken Entziindungsreaktion zu werten und kann
Hinweise auf den die Erkrankung verursachenden Erreger geben. HP konnte
demnach als frithzeitig in der Milch nachweisbarer diagnostischer Parameter
herangezogen werden. In Hinblick auf Antibiotikaminimierungskonzepte
kénnten Milch-HP-Konzentrationen zu einer Therapieentscheidung im
akuten Mastitisfall beitragen, sofern anhand von Grenzwerten tatséchlich
eine Abschitzung verursachender Erregergruppen moglich wire. Sehr hohes
HP wire in der Praxis demnach ein Indikator fiir gram-negative Erreger,
deren Nachweis eine pauschale antibiotische Therapie infrage stellt. In der
Literatur sind aber bislang keine Grenzwerte fiir die Unterscheidung
verschiedener Erregergruppen anhand von HP zu finden und die bereits
publizierten HP-Konzentrationen im Falle von Mastitis variieren stark (Q
Tab. 2). Die hohe Variabilitdt der bisherigen Studienergebnisse bietet
momentan keine Grundlage fiir die Nutzung von Milch-HP als
erregerspezifisches Diagnostikum beim Einzeltier. Zudem ist die
Unterscheidung von gram-negativen und gram-positiven Mastitiserregern
bereits anhand von bakteriologischen Schnelltestsystemen innerhalb weniger
Stunden moglich.

Auf Bestandsebene konnte die Integration des Parameters in automatisierte
Melksysteme fiir die Fritherkennung von erkrankten Tieren via Milch-HP in
einem routineméBigen Screening hilfreich sein. Von Bedeutung ist dies vor
allem in der risikobehafteten Friihlaktation, um eine noch engmaschigere
Uberwachung der frischmelkenden Tiere sicherzustellen. Eine Nutzung als
Indikator fiir Erkrankungen miisste unter Berticksichtigung der Zellzahl des
entsprechenden Tieres erfolgen, da eine beeintrichtigte Eutergesundheit die
Hohe der HP-Konzentrationen beeinflusst und nicht zwischen intra- und
extramammiren Entziindungsprozessen unterschieden werden kann.

FAZIT FUR DIE PRAXIS

Die Messung von Haptoglobin kann die klinische Untersuchung erkrankter
Organsysteme aufgrund der fehlenden Spezifitit nicht ersetzen und sollte im
Fall von Euterentziindungen immer unter Beriicksichtigung von
mikrobiologischen ~ Untersuchungsergebnissen und der  klinischen
Symptomatik interpretiert werden. Haptoglobin kann als Indikator fiir
Entziindungszustdnde genutzt werden und erlaubt eine Abschitzung des
Schweregrades einer Entziindung. Fiir den tierdrztlichen Einsatz im Stall
wire ein Schnelltest fiir Serumhaptoglobin wiinschenswert.
Milchhaptoglobin kénnte fiir routineméflige Screenings, zum Beispiel durch
automatisierte Melksysteme oder auch im Rahmen der Milchleistungs-
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priifung verwendet werden und eine Fritherkennung von akut erkrankten
Tieren wie auch eine Beurteilung der Gesundheitssituation auf
Bestandsebene ermdglichen.

Interessenkonflikt
Die Autoren bestitigen, dass kein Interessenkonflikt besteht.
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ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand und Ziel: Ziel der vorliegenden Studie war es, die
Zusammenhénge zwischen erhohten Haptoglobin-Konzentrationen in Milch
und klinischen sowie labordiagnostischen Parametern bei Kiihen in der
Friihlaktation zu untersuchen und Grenzwerte fiir die Unterscheidung
zwischen gesunden und kranken Tieren zu ermitteln.

Material und Methoden: Es wurden 1462 Milchkiihe zwischen dem 5. und
dem 65. Laktationstag auf 68 bayerischen Betrieben untersucht. Einmal
wochentlich wurden in einem Zeitraum von 7 Wochen je Betrieb Milch- und
Blutproben gezogen und neben einer Korperkonditionsbeurteilung auch eine
Messung der Riickenfettdicke via Ultraschall und eine vaginale Metricheck-
Untersuchung zur Beurteilung der Uterusgesundheit durchgefiihrt.

Die Milchproben wurden auf die Parameter Milchfett, Milcheiweil3, Laktose,
Harnstoff, B-Hydroxybutyrat und freie Fettsduren (indirekte Messung,
basierend auf IR-Spektren), Zellzahl und Milch-Haptoglobin untersucht.
Die Blutproben wurden auf die Parameter Kreatinin, Aspartat-
Aminotransferase, Gamma-Glutamyl-Transferase, Glutamatdehydrogenase,
Gesamtprotein, Albumin, Kreatinkinase, 3-Hydroxybutyrat, freie Fettsduren
und Blut-Haptoglobin untersucht.

Fir die Bestimmung von Grenzwerten fiir Haptoglobin wurden
Clusteranalysen durchgefiihrt.

Ergebnisse: AuBer Milch-Haptoglobin (pg/ml) und Blut-Haptoglobin
(ng/ml) gingen Zellzahl (Zellen/ml Milch), Milchfett (%), Milcheiweil (%),
freie Fettsduren im Blut (mmol/l), Laktationsnummer, Laktationstage, Rasse,
Jahreszeit und Tagesmilchmenge (kg) als signifikante Eingangsvariablen (p
< 0,005) in die Clusteranalysen ein. Unter Verwendung der Algorithmen k-
means bzw. k-prototypes ergaben sich 5 (Cluster 1-5 M') bzw. 4
verschiedene Cluster (Cluster 0-3 M? und 0-3 B).

Fiir die Unterscheidung von gesunden und kranken Tieren wurde der
Grenzwert 0,5 pg/ml Haptoglobin in Milch ermittelt.

Schlussfolgerungen und Klinische Relevanz: Da Milch ein leicht
verfligbares Substrat darstellt, bietet sich die routinemaflige Haptoglobin-
bestimmung in der Milch als Parameter fiir das Tiergesundheitsmonitoring
an. Mithilfe des ermittelten Grenzwertes konnen augenscheinlich gesunde
Tiere mit subklinisch ablaufenden entziindlichen Prozessen schneller
aufgefunden werden.

ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to investigate relationships
between elevated haptoglobin concentrations in milk and clinical as well as
laboratory parameters in early lactating dairy cows. Furthermore, cut-off
values should be identified for the differentiation of healthy and affected
animals.

Material and methods: 1462 dairy cows between 5.—65. days in milk were
examined on 68 Bavarian farms. Milk and blood samples were taken once a
week for a 7-week period per farm and body-condition-scoring, backfat
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thickness measurement and Metricheck examination, to evaluate uterine
health, were performed. Milk samples were analysed for milk fat, milk
protein, lactose, urea, B-hydroxybutyrate and non-esterified fatty acids
(indirect measurement, based on IR spectra), cell count, and milk
haptoglobin. Blood samples were analysed for creatinine, aspartate
aminotransferase, gamma-glutamyl transferase, glutamate dehydrogenase,
total protein, albumin, creatine kinase, B-hydroxybutyrate, non-esterified
fatty acids, and blood haptoglobin.

Cluster analyses were performed to determine cut-off values for haptoglobin.
Results: Besides milk haptoglobin (nug/ml) and blood haptoglobin (ug/ml),
cell count (cells/ml milk), milk fat (%), milk protein (%), non-esterified fatty
acids in blood (mmol/l), lactation number, days in milk, breed, season, and
milk yield (kg) were included as significant input variables (p < 0.005) in the
cluster analyses. Cluster analysis, using k-means resp. k-prototypes
algorithms, resulted in 5 (clusters 1-5 M!) resp. 4 different clusters (clusters
0-3 M? and 0-3 B). A cut-off value of 0.5 pg/ml haptoglobin in milk was
determined for the differentiation of healthy and affected animals.
Conclusion and clinical relevance: As milk is an easily available substrate,
routine determination of haptoglobin in milk might be a suitable parameter
for animal health monitoring. Using the detected cut-off value, apparently
healthy animals with subclinical inflammatory diseases can be identified
more quickly.

Einfithrung

Akute-Phase-Proteine dienen sowohl in der Human- als auch in der
Veterindrmedizin als diagnostische Indikatoren fiir Entziindungsgeschehen.
Beim Rind gilt bovines Haptoglobin (HP) als aussagekriftiges Akute-Phase-
Protein [1, 2] und steigt als unspezifischer Biomarker im Rahmen von
entziindlichen Erkrankungen im Blutserum und in der Milch an [2 — 4]. HP
bindet freies Himoglobin aus zerstorten Erythrozyten [2, 4 — 6] und hat laut
Jain et al. [7] einen antiinflammatorischen Effekt und bakteriostatische
Fahigkeiten.

Der Nachweis von HP erfolgt standardméBig quantitativ mittels ELISA [8].
Im Blutserum gilt HP laut Hajek et al. [9] ab einem Grenzwert von 0,18
mg/ml als erhoht. Horadagoda et al. [10] definierten HP bei gesunden Tieren
als < 0,35 mg/ml und stiitzten ihre Definition auf die HP-Konzentrationen
aus Proben augenscheinlich gesunder Tiere verschiedener Rassen und
Altersklassen. Erhohte HP-Konzentrationen im Blutserum wurden im
Zusammenhang mit typischen Erkrankungen der Friihlaktation, wie
Uteruserkrankungen [11 — 13], Erkrankungen des Bewegungsapparates [14,
15] und Stoffwechselstdrungen [16, 17] nachgewiesen. Dariiber hinaus ist
HP in der postpartalen Phase aufgrund einer, als physiologisch
angenommenen, Akute-Phase-Reaktion erhoht [18 — 20] und scheint
auflerdem zusammenhdngend mit Stresssituationen anzusteigen [21].
Waihrend beispielsweise Serum-Amyloid A (SAA) beim Rind zwar ebenfalls
ein aussagekriftiges Akute-Phase-Protein ist, steigt SAA aber mehr durch
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akute als durch chronische Entziindungszustdnde an [3]. HP hingegen steigt
schnell an und bleibt im Vergleich zu den Konzentrationen anderer APPs
iiber langere Zeit erhoht [22].

Es besteht eine enge Korrelation zwischen HP-Konzentrationen in Blut und
Milch [23 — 25]. AuBBer in der Leber [6] wird HP im Zusammenhang mit
Mastitis auch in den Epithelzellen der Milchdriise und in neutrophilen
Granulozyten synthetisiert [26, 27]. Die Konzentrationsunterschiede von HP
in Milch bei verschiedenen bakteriell verursachten Euterentziindungen sind
Schwerpunkt mehrerer Arbeiten [28 — 31]. Grenzwerte fiir die
Unterscheidung zwischen gesunden und subklinisch bzw. klinisch an
Mastitis erkrankten Kiithen nach vorliegenden Untersuchungsergebnissen
bewegen sich zwischen 2,7 [32] und 12,65 pg/ml [28].

Die Bestimmung von HP in Milch erscheint sinnvoll, da, verglichen mit
routinemdflig gewonnenen Milchproben, die Blutprobennahme und die
Bestimmung von HP im Serum mit héherem Aufwand und Kosten
verbunden sind. Ziel der vorliegenden Studie war es daher, (1) die
Zusammenhénge zwischen erhohten HP-Konzentrationen in Milch und
klinischen sowie labordiagnostischen Parametern bei Kiithen in der
Friihlaktation zu untersuchen und (2) einen Grenzwert flir die
Unterscheidung zwischen gesunden und kranken Tieren zu ermitteln. Der
Mehrwert einer routinemdfligen HP-Bestimmung im Rahmen der
monatlichen Milchleistungspriifung oder auch durch automatisierte
Melksysteme fiir das verbesserte Gesundheitsmonitoring bei Milchkiihen
wird diskutiert.

Material und Methoden

Im Rahmen des Projekts ,,Untersuchungen zur Nutzung klinischer und
labordiagnostischer Parameter fiir das Energiestoffwechselmonitoring bei
Milchkiithen“ (,,MetAlarm®) wurden im Zeitraum von Oktober 2019 bis
Februar 2021 die in der vorliegenden Studie verarbeiteten Daten erhoben.
~MetAlarm“ ist ein Kooperationsprojekt des Milchpriifrings Bayern e.V.
(MPR), des Landeskuratoriums der Erzeugerringe fiir tierische Veredelung
in Bayern e.V. (LKV) und der Klinik fiir Wiederkduer mit Ambulanz und
Bestandsbetreuung der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU).
Die Tierversuchsanzeige ROB-55.2-2532.Vet 03-19-12 wurde von der
Regierung von Oberbayern, Sachgebiet 55.2, genehmigt.

68 bayerische Betriebe nahmen am Projekt teil und stellten insgesamt 1462

Milchkiihe (Fleckvieh, Braunvieh, Holstein Friesian) aus 4 verschiedenen
bayerischen Regionen zur Verfligung. Alle teilnehmenden Betriebe hielten
ihre Tiere im Laufstall. Es waren sowohl Betriebe mit Automatischem
Melksystem (AMS), als auch mit konventionellem Melkstand beteiligt. Nach
einem Erstbetriebsbesuch wurden die Tiere in jeweils 6 aufeinander
folgenden Wochen einmal wochentlich (immer am selben Wochentag)
untersucht.

Es fanden 9 Durchginge fiir die Probennahme und Datenerfassung mit
jeweils 6-9 teilnehmenden Betrieben pro Durchgang statt.
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Erhobene Daten

Aus der Datenbank des LKV Bayern e.V. wurden jeweils vor dem
Betriebsbesuch Ohrmarkennummer, Laktationstag und Laktationsnummer
der zu untersuchenden Tiere automatisiert bereitgestellt.

Laktierende Tiere vom 5. bis zum 65. Tag post partum wurden einer
Milchprobenentnahme, einer Blutprobenentnahme an der V. coccygea
mediana und einer vaginalen Metricheck (Simcro TM Datamars, Hamilton,
NZL) Untersuchung (Befundschliissel: 0 = klarer Schleim, 1 = einzelne
Eiterflocken, 2 = Eiterflocken < 50 %, 3 = Eiterflocken > 50 %, 4 = Blut) fiir
die Beurteilung der Uterusgesundheit unterzogen. Aulerdem wurde bei jeder
Kuh der Body-Condition-Score erhoben und die Riickenfettdicke mittels
Ultraschalls gemessen.

Die Milchprobennahme wurde bei den zu untersuchenden Tieren in einem
alternierenden Rhythmus (abwechselnd am Vorabend und am Morgen des
Betriebsbesuchs) vom Betriebsleiter durchgefiihrt, um eine Verfalschung der
Untersuchungsergebnisse durch Stress oder Einfliisse der Tageszeit zu
vermeiden. In Betrieben mit Melkstand wurde dafiir der LactoCorder (WMB
AG, Balgach, CH) verwendet, wihrend AMS-Betriebe ein fiir die Studie
bereitgestelltes Probennahme-Shuttle (Typ Ori Collector Version Light SD,
Sans Systeme Doseur, Alcala de Henales, ESP) nutzten.

Milchprobenuntersuchung

Die Milchprobengewinnung erfolgte nach demselben Schema wie die
regulire Probennahme im Rahmen der Milchleistungspriifung.

Aus dem Gesamtgemelk jeder Kuh wurde eine Milchprobe in ein
Milchprobengefall (Typ 6845-xx, 50 ml, Bartec Benke GmbH, Reinbek/
Hamburg, DE) iiberfiihrt, in dem 0,1 ml Konservierungsmittel enthalten
waren.

Die Milchprobenuntersuchung fand im Labor des Milchpriifring Bayern e.V.
in Wolnzach nach einem gekiihlten Transport bei 2-8 °C statt. Mittels
Infrarot-Spektroskopie am IR-Spektrometer MilkoScan 7 RM (FOSS GmbH,
Hamburg, DE) wurde eine Untersuchung der Milchprobe auf die Parameter
Milchfett, Milcheiweif3, Laktose und Harnstoff durchgefiihrt. Basierend auf
den IR-Spektren erfolgte auBerdem eine indirekte Bestimmung von BHB und
NEFA-Konzentrationen. Die somatische Zellzahl (SCC) wurde mittels
FossomaticTM FC (FOSS GmbH, Hamburg, DE) bestimmt. Auferdem
wurde die Tagesmilchmenge im Rahmen des Probemelkens erhoben.

Fiir den quantitativen Nachweis von Haptoglobin in Milch (mHP) wurde ein
Sandwich-ELISA (ePro Test, Firma FrimTec GmbH, Oberostendorf, DE)
eingesetzt. Der fiir die Bestimmung von HP in Milch genutzte ELISA hat
einen Messbereich von 0-300 ng/ml. Die Mikrotiterplatten sind mit
polyklonalen Antikdrpern beschichtet, die bovines Hp binden. Die Proben
wurden auf die Testplatte ibertragen und mittels Probenverdiinnungspuffer
vorverdiinnt, um eine Messung im linearen Bereich zu ermdglichen. Nach
einer 30-miniitigen Inkubation erfolgten 3 Waschungen mit vorverdiinnter
Waschlosung. Nach Zugabe des Enzymkonjugats wurde die Platte fiir
weitere 30 Minuten inkubiert. Nach 3 weiteren Waschungen wurde das
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Chromogen hinzugefiigt. Nach dem Stopp der Farbreaktion mittels
Stopplosung wurde die Extinktion bei 450 nm gemessen.

Blutprobenuntersuchung

Je Kuh wurden 8,5 ml Blut in einen Probenbehilter (BD-Serum-Gel
Vacutainer, SST 2 Advanced von Becton, Dickinson and Company,
Plymouth, UK) iiberfiihrt und ca. 30 Minuten nach der Entnahme auf dem
jeweiligen Versuchsbetrieb bei 2300 G fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der
Transport in das Labor der Klinik fiir Wiederkduer der LMU erfolgte gekiihlt
bei 2-8 °C.

Dort wurden die Parameter Creatinin, Aspartat-Aminotransferase (AST),
Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH),
Gesamtprotein, Albumin, Creatinkinase (CK), BHB und NEFA mittels
Cobas C311 Analyser for clinical chemistry ® (Hersteller: Roche
Diagnostics, CH) untersucht.

Fiir den quantitativen Nachweis von HP in Blut (bHP) wurde ein Sandwich-
ELISA (Bio-X Diagnostics S.A., Rochefort, BEL) eingesetzt. Bis zum
Zeitpunkt der Untersuchung wurden die Proben bei —20 °C gelagert. Der fiir
die Bestimmung von HP in Blut genutzte ELISA hat einen Messbereich von
5,6-360 ng/ml. Die Mikrotiterplatten sind mit monoklonalen Antikérpern
beschichtet, die bovines Hp binden. Die Proben wurden auf die Testplatte
iibertragen und mittels Probenverdiinnungspuffer vorverdiinnt, um eine
Messung im linearen Bereich zu ermoglichen. Nach einer 1-stiindigen
Inkubation und einer anschlieBenden Waschung mit vorverdiinnter
Waschlosung, erfolgte eine weitere 1-stiindige Inkubation mit dem Konjugat.
Nach einer erneuten Waschung wurde das Chromogen Tetramethylbenzidine
hinzugefligt. Nach dem Stopp der Farbreaktion mittels Stopplosung wurde
die Extinktion bei 450 nm gemessen.

Datensatz

Der Gesamtdatensatz umfasste 6554 Blutproben von trockenstehenden und
laktierenden Kiihen. Wenn mehrere Milchproben passend zu einer Blutprobe
vorhanden waren, wurde die Milchprobe anhand des Datums der Blutproben
ausgewdhlt. Mit erster Prioritét wurden dabei die Milchproben mit Datierung
vom Vortag der Blutprobennahme beriicksichtigt. Zweite Prioritdt hatten
Milchproben mit Datierung vom Tag der Blutprobennahme. Waren mehrere
Milchproben am selben Tag vorhanden, wurden die Analyseergebnisse aus
der Milchleistungspriifung, gewichtet nach den Milchmengen der
Einzelproben, gemittelt.

Im Datensatz waren Proben von laktierenden Kiihen der Rassen Fleckvieh,
Braunvieh und Holstein vom 5. bis zum 65. Tag in Milch enthalten.
Voraussetzung fiir die Aufnahme in den Datensatz war das Vorhandensein
eines Messergebnisses fiir Haptoglobin in Milch (mHP) und der weiteren
Analyse-Variablen. Es verblieben 3950 Proben, von denen fiir 3937 Proben
ein Untersuchungsergebnis fiir Haptoglobin in Blut (bHp) vorlag.
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Statistische Auswertung
Fiir die statistische Auswertung wurden die Programme R v3.6.3 [33] und
Python v3.8.5 [34] verwendet.

Beschreibende Modelle

Fiir die Auswertung des Datensatzes wurde ein lineares Modell mit einem
linearen gemischten Modell mit Kuh als zufélligem Effekt verglichen. Da
einige Variablen nicht normalverteilt waren, wurden fiir die Modelle die
Zellzahl pro ml Milch (Zellzahl) und die Haptoglobin-Konzentrationen in
Milch (mHp) logarithmiert. Die Laktationszahl wurde in 2 Klassen (Erst- und
Hoherlaktierende) ausgewertet.

Die in den Modellen beriicksichtigten Variablen waren die logarithmierte
Zellzahl in Milch (logSCC), der prozentuale Milchfettgehalt, der prozentuale
MilcheiweiBgehalt, der Laktosegehalt, die Tagesmilchmenge, die
Laktationsnummer (1. Laktation und hoher), der Laktationstag, die Jahreszeit
der Probennahme (Winter: Dezember—Februar, Friihling: Mérz Mai,
Sommer: Juni—August, Herbst: September—November), der Metricheck-
Befund (0-4), die Konzentration an freien Fettsduren (NEFA) im Blut, 8-
Hydroxybutyrat (BHBA) im Blut und Glutamatdehydrogenase (GLDH) im
Blut.

Die Berticksichtigung der Kuh als zufélligem Effekt verbesserte das Modell
deutlich, daher wurde die lineare gemischte Regression mit zufdlligem Effekt
fiir die Auswertung gewéhlt. Die p-Werte wurden iiber eine Typ IIl ANOVA
mit dem Wald-Test ermittelt.

Clusteranalysen
Die Clusteranalyse ist ein statistisches Gruppenbildungsverfahren, das

dhnliche Objekte innerhalb eines Datensatzes zu Gruppen zusammenfasst.
Aus einer heterogenen Gesamtheit sollen moglichst homogene Teilmengen
identifiziert werden. Die dabei entstandenen Gruppen werden als ,,Cluster
bezeichnet. Als Cluster-Algorithmen wurden k-means [35] und k-prototypes
[36] eingesetzt. K-means ist ein géngiges Clustering-Verfahren filir die
Verarbeitung von numerischen Variablen (z. B. gemessene HP-
Konzentrationen). Die Methode ist aber weniger geeignet fiir Daten, die
neben numerischen auch kategoriale Variablen (z. B. Rasse, Jahreszeit)
enthalten. Daher erfolgte ein zweiter Ansatz mit k-prototypes, einem
Algorithmus, der sowohl numerische als auch kategoriale Variablen
verarbeitet und sich somit besser fiir gemischte Datentypen, wie die in der
vorliegenden Studie erhobenen Parameter, eignet.

Es wurden nur die signifikanten Variablen (> 95 %) aus dem gemischten
Modell mit Kuh als zufélligem Effekt fiir die Clusteranalyse verwendet. Vor
der Durchfilhrung der Clusteranalyse mit k-means wurden kategoriale
Variablen in numerische Variablen umgewandelt und standardisiert.
Anschlielend wurden die Variablen mit einer Primarkomponentenanalyse
(PCA) transformiert. Die ersten 3 Hauptkomponenten gingen in die
Clusteranalyse ein.
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Um die Anzahl Cluster, die die Daten am besten beschreibt, zu bestimmen,
wurde die Clusteranalyse mit 2 bis 10 Clustern durchgefiihrt und die Anzahl
Cluster mit dem hochsten Wert des Simple Structure Index (SSI) gewahlt.
Nach dem SSI ergaben sich bei einer Clusteranalyse mit 3
Hauptkomponenten als Eingangsvariablen 5 Cluster (k-means) bzw. 4
Cluster (k-prototypes). Auch einige nichtsignifikante Variablen aus dem
gemischten Modell mit Kuheffekt wurden in der Clusteransicht dargestellt
(Blut-BHB, Laktosegehalt, Metricheck-Befund).

Fiir den Vergleich der Cluster, die unter Verwendung von k-prototypes
entstanden, erfolgte die Berechnung linearer Kontraste.

Ergebnisse

Tab. 1: Ubersichtstabelle deskriptive Statistik
Tab. 1: Summary table descriptive statistics

Parameter Anzahl | Mittel- Standard- Median 25 % 75 % Mini- Maxi-
Proben | wert abweichung Perzentil | Perzentil | mum mum
Haptoglobin 3937 64,3 +609,7 0,2 0,14 1,2 0,1 19439,8
Blut
pg/ml
Zellzahl 3950 1974 +618,5 41 19,4 117 10 9999
1000/ml Milch
Metricheck 3950 0,7 +12 0 0 1 0 4
Score
0-4
Milchfett 3950 43 +0,9 4,1 3,7 4,7 0,5 13,1
%
Milcheiweill 3950 33 +0,3 32 3,1 3,5 22 49
%
Milchlaktose 3950 49 +0,2 4.8 4,7 5 39 5.4
%
Blut NEFA'! 3950 0,3 +0,2 0,2 0,1 0,3 0,02 1,9
mmol/l
Blut BHBA? 3950 0,8 +0,4 0,7 0,5 0,9 0,01 7,4
mmol/l
Blut GLDH? 3950 17,1 +25,2 11,5 8,3 17,5 1,2 810,1
un
Laktationstag 3950 36,2 +17,0 37 22 51 5 65
Milchmenge 3950 33,0 +8.3 33,1 27,5 38,4 38 75,9
Ke
Haptoglobin 3950 0,3 +0,4 0,094 0,094 0,4 0,01 2
Milch pg/ml
Laktationszahl 3950 3,1 +2,0 3 1 4 1 12

'Freie Fettsiduren / Nonesterified fatty acids
2Beta-Hydroxybutyrat / Beta-Hydroxybutyrate

3Glutamatdehydrogenase / glutamatdeydrogenase
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Der finale Datensatz umfasste 3950 Proben laktierender Kiihe. Die Tiere
befanden sich durchschnittlich an Tag 36,2 in der Laktation und gaben 33 1
Milch (% 8,3 1) pro Tag. Der Mittelwert fiir bHp lag bei 64,3 pg/ml (£ 609,7
pg/ml), wiahrend der Mittelwert fiir mHp 0,3 pg/ml (£ 0,4 pg/ml) betrug. Pro
ml Milch waren 197.000 Zellen das Mittel (+ 618.500 Zellen/ml Milch). Eine
Ubersicht der Daten ist in & Tab. 1 dargestellt.

Verglichen mit einem linearen Modell (R%: 0,54, Root Mean Square Error
(RMSE) 0,33), waren ecinige der Variablen (Metricheck-Befund,
Laktosegehalt, Blut-BHB) im linearen gemischten Modell (Q Tab. 2) nicht
mehr signifikant. Der Einfluss der Kuh als zufélligem Effekt verbesserte das
Modell deutlich (R% 0,71, RMSE 0,25) und ermdglichte auBerdem die
Beriicksichtigung Kuh-individueller Unterschiede.

Tab. 2: Lineares gemischtes Modell mit Kuh als zufilligem Effekt (R*:
0,71, RMSE 0,25), Y = logarithmiertes Haptoglobin Milch

Tab. 2: linear mixed model with cow as random intercept (R*: 0,71,
RMSE 0,25), Y = logarithmic milk haptoglobin

Parameter p-Werte
(Intercept) <0.00001
Zellzahl (log) <0.00001
Metricheck Befund 0,1194
Milchfett <0.00001
Milcheiweils <0.00001
Laktose 0,1242
NEFA! (Blut) 0,0006
BHBA? (Blut) 0,2893
GLDH? (Blut) 0,9276
Laktationszahl <0.00001
Rasse 0,0006
Tage in Milch <0.00001
Milchmenge 0,0037
Jahreszeit 0,0290

'Freie Fettsduren / Nonesterified fatty acids
Beta-Hydroxybutyrat / Beta-Hydroxybutyrate
3Glutamatdehydrogenase / glutamatdeydrogenase

Clusteranalyse mit k-means

Die signifikanten Variablen (= 95 %) aus dem gemischten Modell mit Kuh
als zufilligem Effekt wurden als Eingangsdaten fiir die Clusteranalyse
verwendet. Die Ergebnisse wurden zur Bestimmung von Grenzwerten fiir die
Klassifizierung von erhdhtem mHp verwendet.

Die deskriptive Beschreibung der Ergebnisse aus den mHp-Clustern ist in o
Tab. 3 zu finden. Cluster aus dem K-means-Ansatz wurden mit #M' fiir
Milchhaptoglobin-Clustering gekennzeichnet (G Abb. 1).
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Abb. 1: Ergebnisse der Clusteranalysen M! (logarithmiertes Milch
Haptoglobin und signifikante Variablen aus dem gemischten linearen
Modell):

x-Achse: Cluster 1-5; y-Achse: Milch-Haptoglobin (pg/ml), Zellzahl
logarithmiert (x 1000 Zellen/ml Milch), Blut-Haptoglobin logarithmiert
(ng/ml), Milchfett (%), Milcheiweil3 (%), Laktose (%), NEFA-Konzentration
im Blut (mmol/1), BHB-Konzentration im Blut (mmol/l), Laktationsnummer,
Laktationstage, Milchmenge (kg), Metricheck-Befund (1-4)

Fig. 1: Clustering results M! (logarithmic milk haptoglobin and significant
variables from the linear mixed model):

x-axis: Cluster 1-5; y-axis: milk-Haptoglobin (png/ml), somatic cell count
logarithmic (x 1000 cells/ml milk), Blood-Haptoglobin logarithmic (pg/ml),
milkfat (%), milk protein (%), lactose (%), NEFA-concentration blood
(mmol/l), BHB-concentration blood (mmol/l), calving number, days in milk,
milk yield (kg), Metricheck-Score (1-4)
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Cluster 2M' und 4M' wiesen hohere mHp-Werte (Median: 0,51 bzw. 0,87
pg/ml) als die anderen 3 Cluster auf. Cluster 2M! wurde dariiber hinaus durch
hohe bHp-Werte, geringgradig erhohte NEFA-Werte im Blut (Median: 0,28
mmol/l), einen erhdhten Fettgehalt der Milch (Median: 5,05 %) und einen
geringeren Abstand zur Kalbung (Median: 13 Laktationstage) charakterisiert.
Der Metricheck-Befund in Cluster 2M' war im Vergleich zu den anderen
Clustern erhoht.

In Cluster 4M! gingen die erhdhten mHp-Werte mit hdheren Zellzahlen
(Median: 248.500 Zellen/ml Milch) und ebenfalls mit erhéhtem bHp einher.
Tiere aus Cluster 4M' waren dariiber hinaus mit 4 Laktationen im Median
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die éltesten Kithe und waren im Laktationsverlauf schon weiter
fortgeschritten (Median: 43 Laktationstage) als die Tiere aus Cluster 2M!.
In Cluster IM' waren primér junge Tiere in der ersten Laktation zu finden,
die keine sonstigen Auffilligkeiten hinsichtlich der untersuchten Parameter
aufwiesen.

Gleiches galt fiir die Kiihe aus Cluster 3M!, die den groBten zeitlichen
Abstand zur Abkalbung (Median: 46 Laktationstage) hatten und die hochste
Leistung erbrachten (Median: Tagesmilchmenge 35,2 kg).

Tiere aus Cluster 5SM' standen am Anfang der Laktationsperiode (Median:
18 Laktationstage) und hatten neben einem positiven Metricheck-Befund
(Median: Metricheck-Befund 1) auch die hochsten NEFA-Werte im Blut
(Median: 0,42 pg/ml).

Die auf mHp basierende Clusteranalyse mit k-means ermdglichte die Bildung
finf verschiedener Kuhgruppen anhand von Tiermerkmalen und
Untersuchungsergebnissen von Blut und Milch.

Auf Grundlage der Clustering-Ergebnisse wurden Grenzwerte fiir die
Klassifizierung von erhohtem mHp bei 0,23 (unteres Quartil Box-Plot
Cluster 2M") und 0,50 pg/ml (unteres Quartil Box-Plot Cluster 4 M')
festgelegt.

Tab. 3: Deskriptive Statistik der Clusteranalyse mit k-means fiir
Milchhaptoglobin: Clustering von Milchproben (n = 3937) mit
Kuhinformationen und Milchhaptoglobinwerten.

Tab. 3: Descriptive statistics of milk haptoglobin k-means clustering:
Clustering of milk samples (n = 3937) with cow information and milk
haptoglobin levels.

Milch Haptoglobin Cluster

! 2M! 3M! am! sM!
Klinisches Attribut Jung- Neg. Hoch- Euter- Frisch-
kiihe Energiebilanz leistend krank laktierend
Anzahl Proben N 982 382 1180 740 666
Laktationsnummer 1 2 3 4 3
(Median)
IQR 0 3 3 2,5 3
DIM! 40 13 46 43 18
(Median)
IQR? 26 12 21 25 14
Milchmenge kg 26,9 259 38 353 34,6
(Median)
IQR 7,7 9,9 7.9 8,85 8,21
Milchfett % 4,08 5,05 3,88 4,02 4,76
(Median)
IQR 0,79 1,11 0,86 0,895 0,94
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Milcheiweifl % 3,24 3,59 3,16 3,22 33
(Median)
IQR 0,415 0,6 0,34 0,37 0,42
Milch Laktose % 4,98 4,77 4,92 4,84 4,84
(Median)
IQR 0,18 0,26 0,18 0,23 0,22
Somatische Zellzahl 28 187 24 248.,5 32
(Median)
IQR 32 338 31 4745 40
Milch Haptoglobin 0,094 0,513 0,094 0,878 0,094
pg/ml (Median)
IQR 0 0,879 0,035 0,997 0,034
Blut Haptoglobin 0,23 1,27 0,17 0,46 0,25
pg/ml (Median)
IQR 0,560 100,63 0,314 18,088 1,158
Blut NEFA® mmol/l 0,15 0,28 0,17 0,17 0,42
(Median)
IQR 0,14 0,27 0,13 0,13 0,3
Blut BHBA* mmol/l 0,68 0,69 0,73 0,7 0,815
(Median)
IQR 0,23 0,36 0,34 0,345 0,45
Metricheck-Befund 0 1 0 0 1
1-4 (Median)
IQR 1 3 0 0 2

'Laktationstage / Days in milk
’Interquartilsabstand / Interquartile range
3Freie Fettsduren / Nonesterified fatty acids
“Beta-Hydroxybutyrat / Beta-Hydroxybutyrate

Clusteranalyse mit k-prototypes

Nach der Ergebnisauswertung des ersten Clusterings unter Verwendung von
k-means wurde ein weiterer Clustering-Ansatz mit k-prototypes
durchgefiihrt, fiir den nur Eingabedaten auf Grundlage von einem
Messergebnis pro Kuh verarbeitet wurden.

Die deskriptive Beschreibung der Ergebnisse des bHp- und mHp- Clusterings
ist in (d Tab. 4 zu finden. Lineare Kontraste sind in (& Tab. 5 aufgefiihrt.
Cluster aus dem k-prototypes-Ansatz wurden mit #B fiir das Bluthaptoglobin
und #M? fiir das Milchhaptoglobin-Clustering gekennzeichnet.

Bei Anwendung des k-prototypes-Clustering-Algorithmus und der ,.elbow
method” auf die Eingabedaten (Laktationstag, Milchleistung, Milchfett,
Milchprotein, Laktationsnummer, Rasse, Jahreszeit) mit logarithmiertem
mHp wurden 4 Cluster identifiziert.

Cluster 3M? hatte die hochsten Mittelwerte fiir mHp-, bHp und Zellzahlen.
Dariiber hinaus wurde in Cluster 3M? durch lineare Kontraste signifikant
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hoheres logarithmiertes mHp als in allen anderen Clustern ermittelt. Tiere
aus Cluster 2M? hatten im Vergleich zu den anderen Clustern signifikant
héhere NEFA-Konzentrationen im Blut und einen héheren Milchfettgehalt.
Niedrige Zellzahlen (Mittelwert: 70,37, SD: 257,26), mehr Laktationstage
(Median: 47, IQR: 20), eine hohe Milchleistung (Mittelwert: 36,04, SD: 7,93)
und niedrigere Hp-Werte in Blut und Milch charakterisierten Cluster 1M?2.
Cluster 2M? wies hohere mHp-Konzentrationen als Cluster 1M? auf,
wihrend sich logarithmiertes bHp nicht signifikant unterschied.

Die Clusteranalyse mit k-prototypes ermdglichte die Bildung 4 verschiedener
Kuhgruppen anhand von Tiermerkmalen und Untersuchungsergebnissen von
Blut und Milch. Auf Grundlage der Clustering-Ergebnisse wurden
Grenzwerte fiir die Klassifizierung von erhéhtem mHp bei 0,23 und 0,50
ng/ml festgelegt. Dieselben Grenzwerte wurden im Clustering-Ansatz mit k-
means identifiziert.

Die Eingangsdaten fiir das bHp-Clustering waren Laktationstage,
Milchleistung, Milchfett, Milchprotein, Laktationsnummer, Rasse, Jahreszeit
und die logarithmierte Zellzahl. Vier Cluster wurden als optimale Anzahl
ausgewdhlt. bHp unterschied sich signifikant zwischen allen Clustern au3er
zwischen 0B und 1B. Cluster 2B hatte signifikant hohere Werte fiir bHp,
mHp und SCC als alle anderen Cluster. Dariiber hinaus war die Milchleistung
von Tieren aus Cluster 2B niedriger als bei allen anderen Clustern mit
Ausnahme von Cluster 1B. Kiihe aus Cluster 3B hatten die wenigsten
Laktationstage mit einem Median von 15 Tagen und signifikant erhdhte
Milchfett- sowie NEFA-Werte.
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Blut Haptoglobin Cluster Milch Haptoglobin Cluster
Cluster 0B 1B 2B 3B om? 1m? 2Mm? 3m?
Klinisches Un- Un- Euter- Erll\lfgi' . Un- Hoch- Eriqigi _ | Euter-
Attribut auffillig | aufféllig krank creie auffillig | leistend creie krank
bilanz bilanz
N 525 443 167 231 473 477 201 215
DIM! (median) 47 16 23 15 16 47 15 25
(IQR)? 20 9 24 8 11 20 9 28
Laktatu{nszahl 3 2 3 3 5 3 3 4
(median)
(IQR) 3 3 4 3 3 2 3 3
Milchmenge (kg) 35.07 28.59 29.48 36.12 28.72 36.04 33.89 31.44
SD? 7.78 6.75 8.77 8.11 6.79 7.93 8.3 8.58
Milcheiweifl (%) 3.16 3.5 327 3.25 3.47 3.15 3.23 331
SD 0.25 0.27 0.31 0.29 0.28 0.24 0.3 0.32
Milchfett (%) 4.02 4.32 4.77 4.99 4.36 4.01 532 433
SD 0.67 0.74 1.11 1.36 0.72 0.66 1.48 0.88
Somatische
Zellzahl (x1000) 97.59 144.48 806.64 922 82.36 70.37 116.64 815.27
SD 192.88 379.59 1343.4 197.5 260.84 257.26 279.66 | 1156.33
Blut
Haptoglobin 2.65 1.67 325.68 391 23.45 13.73 67.59 121.85
(ug/ml)
SD 20.15 6.83 412.11 17.39 180.62 70.21 227.44 252.72
Milch
Haptoglobin 0.29 0.29 0.85 0.26 0.15 0.18 0.29 1.25
(ng/ml)
SD 0.38 0.41 0.54 0.37 0.13 0.18 0.36 0.29
4
Blut NEFA 0.19 0.22 031 0.58 0.23 02 0.63 | 024
(mmol/l)
SD 0.1 0.11 0.21 0.27 0.11 0.11 0.28 0.14

Tab. 4: Deskriptive Statistik der Clusteranalyse mit k-prototypes fiir
Milch- und Bluthaptoglobin: Clustering von Milchproben (n = 1366) mit
Kuhinformationen und Blut- oder Milchhaptoglobinwerten.
Tab. 4: Descriptive statistics of milk and blood haptoglobin k-prototypes
clustering: Clustering of milk samples (n = 1366) with cow information and

blood or milk haptoglobin levels.

'Laktationstage / Days in milk
2Interquartilsabstand / Interquartile range
3Standardabweichung / Standard deviation
“Freie Fettsduren / Nonesterified fatty acids
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Blut Haptoglobin Kontraste

Variable Kontraste ‘ 0-1 ‘ 0-2 0-3 1-2 1-3 2-3
Laktationstag estimate 26 18.19 27.28 -7.81 1.28 9.09
p-Wert \ <0.00001 \ <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | 0.51021 | <0.00001
Milchmenge (kg) estimate 5.88 5.23 -0.62 -0.65 -6.5 -5.86
p-Wert ‘ <0.00001 ‘ <0.00001 | 0.6643 0.73385 | <0.00001 | <0.00001
Milchfett (%) estimate 027 0.7 -0.92 -0.42 0.65 022
p-Wert ‘ 0.00001 ‘ <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | 0.06491
MilcheiweiB (%) estimate -0.32 0.11 -0.08 0.22 0.24 0.03
p-Wert ‘ <0.00001 \ 0.00003 | 0.00047 | <0.00001 | <0.00001 | 0.76386
Log Zellzahl estimate 02 -1.59 -0.06 -1.39 0.14 1.53
-Wert 0.07221 | <0.00001 | 0.93992 | <0.00001 | 0.5202 | <0.00001
(x1000) L
Log Milch estimate 0 -0.34 0.02 -0.35 0.01 0.36
Haptoglobin p-Wert ‘ 0.99093 ‘ <0.00001 | 0.7718 | <0.00001 | 0.89798 | <0.00001
(ug/ml)
Log Blut estimate 0 -4.64 0.18 -4.64 0.18 4.46
Haptoglobin p-Wert ‘ 1 ‘ <0.00001 | 0.02674 | <0.00001 | 0.03398 | <0.00001
(pg/ml)
NEFA! (ug/ml) estimate -0.04 -0.12 -0.38 -0.08 034 026
p-Wert | 0.00229 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001
Milch Haptoglobin Kontraste
Variable Kontraste \ 0-1 0-2 0-3 1-2 1-3 2-3
Laktationstag estimate -25.28 113 -10.77 26.41 14.51 -11.9
p-Wert \ <0.00001 \ 0.69361 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001
Milchmenge (kg) estimate -6.64 -4.55 -2.56 2.09 4.08 1.99
p-Wert ‘ <0.00001 ‘ <0.00001 | 0.00005 | 0.00219 | <0.00001 | 0.02069
Milchfett (%) estimate 0.31 -0.94 0 -1.25 -0.31 0.95
p-Wert ‘ <0.00001 ‘ <0.00001 | 0.99998 | <0.00001 | 0.00009 | <0.00001
MilcheiweiB (%) estimate 0.31 0.23 0.15 -0.08 0.16 -0.08
p-Wert ‘ <0.00001 ‘ <0.00001 | <0.00001 | 0.00159 | <0.00001 | 0.00617
Log Zellzahl estimate 0.08 0.3 223 -0.37 231 -1.94
-Wert 0.69705 | 0.00592 | <0.00001 | 0.00022 | <0.00001 | <0.00001
(x1000) LANE
Log Milch estimate -0.03 -0.09 -0.67 -0.07 -0.64 -0.57
Haptoglobin p-Wert ‘ 0.03522 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001 | <0.00001
(ng/ml)
Log Blut estimate 0.04 0.6 -1.54 -0.64 -1.57 -0.93
Haptoglobin p-Wert ‘ 0.98312 ‘ 0.00007 | <0.00001 | 0.00002 | <0.00001 | <0.00001
(ug/ml)
NEFA (pg/ml) estimate 0.04 038 0 -0.42 -0.04 0.38
p-Wert \ 0.00004 \ <0.00001 | 0.99854 | <0.00001 | 0.00343 | <0.00001

Tab. 5: Lineare Kontraste fiir Milch-

und Bluthaptoglobin: Clustering

von Milchproben (n = 1366) mit Kuhinformationen und Haptoglobinwerten
in Blut oder in Milch. Clusterkontraste wurden unter Verwendung des
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Clusters als erkldrender Variable und dem Betrieb als zufdlligem Effekt
berechnet.

Tab. 5: Milk and blood haptoglobin linear contrasts: Clustering of milk
samples from German dairy cows (n = 1366) with cow information and blood
or milk haptoglobin levels. Cluster contrasts were computed using cluster as
the explanatory variable and using a random intercept for farm ID.

'Freie Fettsiuren - Nonesterified fatty acids

Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, klinische und labordiagnostische
Parameter zu identifizieren, die mit eth6htem Haptoglobin in Blut und Milch
bei Kiihen in der Friihlaktation in Zusammenhang stehen. Dariiber hinaus
sollte ein Grenzwert fiir Haptoglobin in Milch zur Unterscheidung von
gesunden und kranken Tieren ermittelt werden. Fiir die Bearbeitung der
Fragestellungen wurden Clusteranalysen durchgefiihrt, die eine Gruppierung
von Kiihen mit bestimmten Merkmalen ermoglichten. Bei einem Vergleich
der Cluster wurden auffallige Gruppen anhand erhéhter Hp-Konzentrationen
identifiziert. Anhand der Kombination von Hp mit anderen Parametern
konnte auf den Gesundheitszustand der Tiere in den jeweiligen Clustern
riickgeschlossen werden.

Die Dimensionen von bHp fallen im Vergleich zu anderen Studien niedrig
aus. Der Median des gesamten Datensatzes betrdgt 0,2 pg/ml bHp, wahrend
der Mittelwert des Datensatzes bei 64,3 pg/ml (+ 609,7 pg/ml) bHp liegt. Die
grofe Standardabweichung kann mit dem schnellen Anstieg von Hp um das
100- bis 1000-fache der Ausgangskonzentration im Rahmen von
Entziindungsreaktionen [3] erklért werden. Huzzey et al. [13] definierten die
Hp-Konzentration im Serum gesunder Tiere als < 100 pg/ml, wihrend Chan
et al. [11] bei klinisch gesunden Kiihen in Woche 3 nach der Kalbung Werte
von 86 + 73 pg/ml nachwiesen. Eine mogliche Ursache fiir die niedrigen
Messwerte konnte der geringe Anteil kranker Tiere in der Studienpopulation
sein.

Die Cluster 2B, 2M!, 2M?, 4M! und 3M? wiesen neben erhdhtem bHp auch
erhohtes mHp auf. Dieser Zusammenhang steht im Einklang mit den
Arbeiten anderer Autoren, in denen Korrelationen zwischen Haptoglobin in
Milch und Blut nachgewiesen wurden [23 — 25].

Kiihe aus Cluster 2M! und 2M? hatten, neben erhohten mHp und bHp-
Werten, den geringsten Abstand zur Kalbung mit nur wenigen
Laktationstagen. Auch Tiere aus Cluster 3B befanden sich am Anfang der
Laktation, wiesen bei erhdhtem bHp aber nur niedrige mHp-Konzentrationen
auf. In allen 3 frischlaktierenden Gruppen waren der Fettgehalt in der Milch
und die NEFA-Konzentrationen im Serum erhoht, was auf vermehrte
Fettmobilisierung nach der Kalbung und eine damit verbundene negative
Energiebilanz schlieBen ldsst. Die Anzahl der Laktationstage, der
Milchfettgehalt und die NEFA-Konzentration im Blut gingen bereits als
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signifikante Variablen (p < 0,005) aus dem gemischten linearen Modell mit
Kuheffekt fiir Hp in Milch hervor. Eine positive Korrelation zwischen der
NEFA-Konzentration im Blut und bHp wurde auch von Hajek et al. [9] und
El-Deeb et al. [16] nachgewiesen. Die gemeinsame Gruppierung von
frischlaktierenden Tieren mit negativer Energiebilanz und gleichzeitig
erhohten Hp-Konzentrationen in der vorliegenden Untersuchung deutet
darauf hin, dass die zunehmende Lipidmobilisation und die
Fettsdureoxidation in der Zeit nach der Kalbung Entziindungszustinde
fordern, wie auch bereits von anderen Autoren geschlussfolgert wurde [9,
16].

Des Weiteren geht aber auch die Kalbung an sich mit erhéhten Hp-
Konzentrationen einher [18 — 20, 37]. Humblet et al. [20] beschrieben
signifikante Spitzenwerte fiir Hp im Serum (p < 0,0001) sowohl bei Kiithen
mit diagnostiziertem Entziindungsgeschehen als auch bei gesunden Kiihen
innerhalb der ersten Woche nach der Kalbung. Auch mHp im Gesamtgemelk
sinkt laut Thomas et al. [37] erst innerhalb von 3—5 Tagen post partum wieder
ab. Um einer starken Beeinflussung der Hp-Konzentrationen durch die
Kalbung vorzubeugen, wurden die Tiere in der vorliegenden Studie erst ab
dem 5. Laktationstag untersucht und beprobt. Ein Einfluss der im Rahmen
der Kalbung ablaufenden physiologischen Akute-Phase-Reaktion auf die Hp-
Konzentrationen der frischlaktierenden Tiere aus den Clustern 3B, 2M' und
2M? kann jedoch nicht vollstindig ausgeschlossen werden.

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass Hp mit der fortschreitenden
Uterusinvolution [12] sowie Metritis [11, 13] zusammenhédngt. Um den
Einfluss von Uteruserkrankungen auf die Hp-Konzentrationen zu
beriicksichtigen, wurde bei der Studienpopulation eine vaginale
Untersuchung mittels Metricheck durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Schmitt et al. [38] stellte sich der Metricheck-Befund als
nicht signifikante Variable heraus. Begriindet werden koénnen die
voneinander abweichenden Ergebnisse damit, dass als klinisch krank
erkannte oder behandelte Kithe vom Probemelken auf den Betrieben
ausgeschlossen wurden und somit keine Aufnahme in den Datensatz fanden.
Die frischlaktierenden Kiihe aus Cluster 2M!' hatten dennoch im Median
einen Metricheck-Befund von 1, was einzelnen Eiterflocken im Uterussekret
entspricht und zumindest als Hinweis auf eine geringgradige
Beeintrachtigung der Uterusgesundheit interpretiert werden kann.

Als Ursachen fiir die erhohten Hp-Konzentrationen der frischlaktierenden
Kiihe aus Cluster 3B, 2M! und 2M? kénnen der geringe zeitliche Abstand zur
Kalbung sowie die vermehrte Stoffwechselbelastung aufgrund von negativer
Energiebilanz vermutet werden.

Kiihe aus den Clustern 2B, 4M' und 3M? wiesen die hdchsten mHp-Werte
und die hochsten Zellzahlen aller Cluster auf. Die Zellzahl ging als eine der
signifikanten Eingangsvariablen (p < 0,005) in die Clusteranalysen ein. Dies
steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen, in denen
signifikante Zusammenhénge zwischen der Zellzahl und erhdhtem
Haptoglobin in Milch nachgewiesen wurden [23, 25, 27, 32, 39].
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Der Mittelwert fiir mHp aus Cluster 3M? von 1,25 pug/ml
(Standardabweichung 0,29) hat eine dhnliche Groenordnung wie die mHp-
Konzentrationen aus einer Studie von 2007 [39]. Akerstedt et al. [39]
untersuchten ebenfalls das Gesamtgemelk von Tieren ohne klinische
Entziindungsanzeichen auf erhéhte Hp-Konzentrationen. Bei einer Hp-
Konzentration von 1,5 pg/ml in Milch (Median) wurde ein signifikanter
Zusammenhang zwischen mHp und der Zellzahl (p < 0,0001) nachgewiesen
[39]. Im Kontrast dazu stehen die Untersuchungen von Kovac et al. [25], die
zwar ebenfalls eine Korrelation von mHp und der Zellzahl ergaben (r = 0,83,
p <0,0001), aber eine hohere mHp-Konzentration von 73,76 ng/ml (Median)
im Gesamtgemelk klinisch gesunder Kiihe nachwiesen. Dieser mHp-Wert
wurde in einer Gruppe von Kithen mit > 400.000 Zellen pro ml Milch
ermittelt, wahrend bei der Vergleichsgruppe von Kiithen mit Zellzahlen
<100.000 Zellen/ml kein mHp nachgewiesen werden konnte [25]. Da die
Nachweisgrenze des verwendeten Hp-ELISA bei 0,3 pg/ml lag, wire es
moglich, dass geringgradig erhohte Hp-Konzentrationen nicht detektiert
wurden und die Dimensionen fiir mHp daher hoéher ausfielen als in der
vorliegenden Studie und der Veroffentlichung von Akerstedt et al. [39].

Die Kombination der Parameter erhéhte Zellzahl und erhdhtes mHp macht
die Gruppierung von Tieren in Cluster 2B, 4M! und 3M? auf Basis der
ablaufenden entziindlichen Prozesse des Euters wahrscheinlich. Das im
Vergleich zu bHp stérker erhdhte mHp in Cluster 4M' und 3M? ist durch die
lokal ablaufende HP-Synthese in Euterepithelzellen [26] und in neutrophilen
Granulozyten [27] zu erkléren.

Da lokale Entziindungen der Milchdriise und damit verbundene erhdhte
Zellzahlen einen entscheidenden Einfluss auf die Konzentrationen von mHp
und bHp haben und keine umfassende klinische Untersuchung der Tiere
durchgefiihrt wurde, kann fiir die Cluster 2B, 4M! und 3M? keine Aussage
tiber das Vorliegen von extramammairen Entziindungsprozessen getroffen
werden.

Da mHp in Cluster 2M! und 2M? méglicherweise von der erst kurz zuriick
liegenden Kalbung und der damit einhergehenden Stoffwechselbelastung
beeinflusst wird, muss der daraus ermittelte Grenzwert von 0,23 pg/ml mit
Vorsicht interpretiert werden. In Cluster 4M' und 3M? dagegen ist erhohtes
mHp wahrscheinlich nicht mehr auf eine physiologische Akute-Phase-
Reaktion  zuriickzufiihren, sondern  steigt im  Rahmen eines
Entziindungsgeschehens an. Fiir die Unterscheidung von gesunden und
erkrankten Tieren sollte daher der Grenzwert 0,50 pg/ml Hp in Milch gewéhlt
werden.

Grenzwerte fiir mHp wurden bisher vor allem im Zusammenhang mit
Mastitis erhoben. Hiss et al. [32] unterschieden gesunde und subklinisch
infizierte Euterviertel (> 200.000 Zellen/ml Milch) anhand eines mHp-
Grenzwertes von 2,7 pg/ml mit einer Sensitivitit von 0,89 und einer
Spezifitit von 0,92. Thomas et al. [40] erreichten eine Sensitivitit von 0,74
und eine Spezifitit von 0,69 (AUC = 0,75) bei der Unterscheidung von
gesunden und subklinisch infizierten Tieren (> 100.000 Zellen/ml Milch)
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anhand des Grenzwertes von 3,5 pg/ml in Gesamtgemelkproben. Der
vergleichsweise niedrige Grenzwert aus der hier vorliegenden Studie kann
auf die geringe Anzahl erkrankter Tiere mit hohen Hp-Werten zuriickgefiihrt
werden.

Vor dem Hintergrund der Studienlage kann vermutet werden, dass der
ermittelte Grenzwert als sehr sensitiver Indikator zu interpretieren ist und
bereits frithzeitig auf Entziindungszustinde hinweist. Die Evaluation des
Grenzwertes im praktischen Einsatz sollte Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein.

Vergleich der Clustering Methoden

Obwohl sich die Anzahl der Cluster zwischen den beiden verschiedenen
Ansétzen unter Verwendung von k-prototypes und von k-means unterschied,
fiihrten beide Clustering-Ansétze zu den gleichen Ergebnissen. Die wahre
Anzahl von Clustern fiir die Beschreibung der Daten ist im Allgemeinen
unbekannt und es werden einige Unterschiede zwischen Methoden und
Clustering-Algorithmen erwartet. Sowohl die Grenzwerte von mHp als auch
die Eigenschaften der gruppierten Cluster waren bei Anwendung beider
Methoden gleich. Die Einbeziehung mehrerer Messwerte pro Kuh hatte
keinen Einfluss auf die Clustering-Ergebnisse. Die Verwendung von 2
verschiedenen Cluster-Ansitzen und der Vergleich beider Ergebnisse erhoht
die Zuverlédssigkeit der iibereinstimmenden mHp-Grenzwerte und
Tiergruppierungen.

Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Haptoglobin in Blut und Milch ist ein Indikator fiir die Fritherkennung von
Entziindungszustinden bei Rindern. Die in der vorliegenden Studie
gemessenen mHp- und bHp-Konzentrationen ermdglichten eine
Gruppierung in Cluster, deren unterschiedliche Merkmale im Einklang mit
den Ergebnissen aus anderen Untersuchungen stehen.

Ein Grenzwert von 0,5 pg/ml fiir Haptoglobin in Milch wurde ermittelt, um
zwischen gesunden und kranken Tieren zu unterscheiden. Cluster 2B, 4M!
und 3M? beinhalten Tiere mit hohen Milchhaptoglobin-Werten, hohen
Bluthaptoglobin-Werten und erhdhten Zellzahlen in der Milch, bei denen auf
eine Entziindungsreaktion riickgeschlossen werden konnte. Aufgrund der
Korrelation zwischen bHp und mHp, ebenso wie der lokalen Synthese von
mHp im Euterepithel und in neutrophilen Granulozyten, kann mHp > 0,5
pg/ml nur als unspezifischer Indikator fiir Entziindung dienen.

Bei einer Erhohung der Zellzahl ist ein Anstieg von Haptoglobin in Milch
aufgrund von Mastitis wahrscheinlich, obwohl eine parallel ablaufende
systemische Entziindungsreaktion mit initial erhdhtem bHp nicht aus-
geschlossen werden kann. Eine Aussage iiber das erkrankte Organsystem zu
treffen oder aufgrund der Hohe der mHp-Werte auf den Schweregrad der
Entziindung riickzuschlielen, war in der vorliegenden Studie daher nicht
moglich.
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FAZIT FUR DIE PRAXIS

Da Milch ein leicht verfiigbares Substrat darstellt, das 11-mal jéhrlich im
Rahmen der Milchleistungspriifung untersucht wird, bietet sich
Milchhaptoglobin als Indikator fiir das Tiergesundheitsmonitoring an. Bei
Uberschreitung des Grenzwertes von 0,5 pg/ml Haptoglobin in Milch sollte
das betreffende Tier klinisch untersucht werden, um der Ursache fiir die
Erhohung nachzugehen und gegebenenfalls erforderliche Malnahmen zu
ergreifen. Fiir die standardisierte Nutzung von Milchhaptoglobin-
Konzentrationen in der Milchleistungspriifung oder durch automatisierte
Melksysteme wire ein Ampelsystem zur Friihwarnung denkbar, welches auf
der Kombination von Milchhaptoglobin mit weiteren Parametern wie
Zellzahl, Milchfett, Laktationstage wusw. beruht. Augenscheinlich
unaufféllige Tiere mit subklinisch ablaufenden Entziindungsreaktionen
konnten  schneller  aufgefunden und  der/dem  behandelnden
Tierédrztin/Tierarzt vorgestellt werden. Gehéduftes Auftreten von Grenzwert-
iberschreitungen konnte Riickschliisse fiir das Tiergesundheitsmonitoring
auf Bestandsebene zulassen.
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Iv. DISKUSSION

1. Zielsetzung und Zusammenfassung der Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Haptoglobin als Indikator fiir
Entziindungszustinde bei Kithen in der Friihlaktation zu untersuchen und die
Aussagekraft und Nutzbarkeit des Parameters fiir das systematische
Tiergesundheitsmonitoring zu bewerten. Aus der Auswertung des Datensatzes
mittels Clusteranalyse ergaben sich unter Anwendung der Algorithmen k-means
und k-prototypes 5 bzw. 4 Cluster, die anhand der Hohe der HP-Konzentrationen
in Blut (0B-3B) und Milch (1M'-5M! und 0M2-3M?) voneinander unterschieden,
und durch klinische sowie labordiagnostische Parameter charakterisiert werden
konnten. Die Cluster 4M!, 3M? und 2B beinhalten Tiere mit erhdhtem mHP,
erhohten Zellzahlen und erhhtem bHP, denen das klinische Attribut ,,euterkrank*
zugeordnet wurde. Die Cluster 2M', 2M? und 3B beinhalten Tiere mit wenigen
Laktationstagen, erhdhten NEFA-Werten im Blut, einem erhohten Milchfettgehalt
und einer Tendenz zu entziindlichen Verdnderungen des Reproduktionstraktes. Aus
klinischer Sicht wurden in diesen Clustern Tiere mit ,,negativer Energiebilanz®
zusammengefasst. Es wurde ein Grenzwert von 0,5 pg/ml mHP ermittelt, der eine
Unterscheidung von gesunden und kranken Tieren anhand von Haptoglobin in

Milch méglich macht.

Die Diskussion der Clusteranalysen und deren Ergebnisse ist in der
Verbffentlichung ,,Nutzung der Haptoglobinkonzentration in Milch als Indikator
fiir das Tiergesundheitsmonitoring bei Milchkiihen* in Kapitel III zu finden. Der
Fokus der folgenden Abschnitte soll die erweiterte Methodendiskussion und die
Diskussion einzelner Untersuchungsergebnisse unter Beriicksichtigung der
Literatur aus der systematischen Ubersichtsarbeit ,,Haptoglobin als Indikator fiir
Erkrankungen in der Frithlaktation von Milchkithen unter besonderer

Beriicksichtigung der Eutergesundheit® (Kapitel II) sein.

2. Datenerhebung und Probennahme

Die praktische Phase der Datenerhebung fand von Oktober 2019 bis Ende Februar

2021 auf 68 Betrieben in vier bayerischen Regionen statt. Die freiwillige Teilnahme
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am Projekt und eine Vorselektion auf Betriebe mit Laufstall hatte zu Folge, dass
grofitenteils moderne und gut organisierte Betriebe ausgewihlt wurden. Die
Betriebe wurden durch zwei Projekttierdrzte {iber 7 Wochen hinweg immer am
selben Wochentag zur etwa selben Uhrzeit besucht, um mdoglichen Einfliissen
wechselnder Tageszeiten auf die Probenergebnisse vorzubeugen. Um die
Beeinflussung der Milchprobenanalyse durch den Melkzeitpunkt (FRIGGENS &
RASMUSSEN, 2001; EASTRIDGE, 2012; TENG et al., 2021) zu vermeiden,
wurde die Milchprobenentnahme im konventionellen Melkstand nach dem Schema
eines reguliren Probemelkens alternierend am Abend bzw. am Morgen vor dem
Betriebsbesuch durch die betriebsleitende Person durchgefiihrt. Die Probennahme
im AMS erfolgte via Probenentnahme-Shuttle iiber einen Zeitraum von 12 Stunden
am Vortag. Zu beprobende Tiere wurden beim Betriebsbesuch durch die
Projekttierérzte so kurz wie moglich fiir die Untersuchung im Fressfanggitter oder
in der Liegebox fixiert, um die Herde nicht an der Futteraufnahme zu hindern oder
in ihrem Liegeverhalten zu stdren. Dies sollte den Einfluss von Stressoren
(LOMBORG et al., 2008) auf die Analyseergebnisse der Blutproben minimieren.
Um ein addquates Management auffélliger Tiere zu ermdglichen, wurden die
Untersuchungsergebnisse des Betriebsbesuches am folgenden Tag durch die

Projekttierdrzte mit den teilnehmenden Betriebsleitern besprochen.

Da das Projekt insgesamt 6554 Proben umfasste und die Betriebsbesuche in ganz
Bayern stattfanden, konnte aufgrund der limitierten Arbeitszeit nur bei einem Teil
der Tiere eine weitergehende klinische Untersuchung durchgefiihrt werden. Die
Daten aus den klinischen Untersuchungen wurden aufgrund der kleinen Stichprobe
daher nicht in die Gesamtauswertung einbezogen. Einige HP-beeinflussende
Untersuchungsergebnisse, wie zum Beispiel mogliche pathologische Befunde am
Ovar (BRODZKI et al., 2019) bei der rektalen Untersuchung oder unterschiedliche
Lahmbeitsgrade (TADICH et al., 2013) bei der Durchfithrung des Locomotion-
Scorings, wurden somit nicht durch die statistische Datenauswertung erfasst. Ein
Einfluss nicht-diagnostizierter ~Erkrankungen auf die gemessenen HP-
Konzentrationen kann daher nicht ausgeschlossen werden. Die Durchfiihrung einer
umfassenden klinischen Untersuchung sollte Bestandteil weiterer Studien sein, um

den Einfluss klinischer Parameter final bewerten zu konnen.
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3. Haptoglobin in Blut und Milch

Die Tiere der Rassen Holstein-Friesian, Braunvieh und Fleckvieh wurden im
Zeitraum zwischen dem 5. und 65. Laktationstag beprobt, was die Beeinflussung
der HP-Konzentrationen durch die Abkalbung minimieren, und dennoch die
wichtigsten Tage der Frithlaktation abbilden sollte. Die HP-Konzentrationen im
Gesamtgemelk sinken laut THOMAS et al. (2016) innerhalb von 3-5 Tagen p.p. ab.
Die HP-Konzentrationen im Blut gehen innerhalb von 7 Tagen p.p. (HUMBLET et
al., 2006) bis zu 4 Wochen p.p. (DEBSKI et al., 2016) auf ein physiologisches
Ausgangsniveau zuriick. Vor dem Hintergrund der Studie von DEBSKI et al.
(2016) ist nicht vollstandig auszuschlieBen, dass die im Blut gemessenen erhéhten
HP-Konzentrationen der Cluster 2M!, 2M? und 3B (Median 13 bzw. 15
Laktationstage) mit dem Attribut ,,negative Energiebilanz noch von der Kalbung
beeinflusst wurden. Widerspriichlich dazu waren die bHP-Konzentrationen der
Cluster 5M!, 1B und OM? im Vergleich zu den Konzentrationen der als auffillig
beschriebenen Tiergruppen nicht erhdht, obwohl sich auch die Kiihe dieser Cluster
erst an Tag 18 bzw. 16 (Median) der Laktation befanden. Dem durch die Kalbung
erhohten bHP liegt laut HUMBLET et al. (2006) eine physiologische Akute-Phase-
Reaktion zugrunde, wihrend ARFUSO et al. (2023) von einer erhohten
Entziindungsanfilligkeit der Kiihe im peripartalen Zeitraum aufgrund von Stress
ausgehen. Bei der Interpretation von HP in Blut und Milch sollte der zeitliche

Abstand zur Kalbung immer beriicksichtigt werden.

Die bHP-Konzentrationen gesunder primiparer und multiparer Tiere unterschieden
sich in der Arbeit von HUMBLET et al. (2006) nicht signifikant voneinander,
obwohl die primiparen Tiere in der ersten Woche p.p. héhere mittlere bHP-
Konzentrationen aufwiesen. POHL et al. (2015) beschrieben ebenfalls hohere bHP-
Konzentrationen bei primiparen Kiihen (2,25 g/L; IQR 1,45-2,50; n = 146) als bei
multiparen Kiihen (1,13 g/L; IQR 0,52-2,22; n=297; p < 0,05). Damit im Einklang
ging die Laktationsnummer in der vorliegenden Arbeit als signifikante Variable in
die Clusteranalysen ein. Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Autoren
bestanden die Cluster mit erhohtem bHP und mHP aber aus multiparen Tieren mit
einem Median von 2 (2M"), 3 (2B, 2M?) bzw. 4 Laktationen (4M', 3M?), withrend
primipare Jungkiihe im beziiglich HP unauffilligen Cluster IM! zu finden waren.

Eine mogliche Ursache fiir die voneinander abweichenden Ergebnisse konnte der
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Gesundheitszustand der Studienpopulation sein. Wéhrend POHL et al. (2015) und
HUMBLET et al. (2006) die Konzentrationsunterschiede bei gesunden
frischlaktierenden Tieren detektierten, setzten sich die Cluster 2B, 4M' und 3M?
aus Tieren zusammen, die neben der Multiparitit auch erhohte Zellzahlen
aufwiesen und damit nicht mehr als ,gesund“ eingestuft werden konnen.
Vermutlich beeinflussten die Zellzahlen die HP-Konzentrationen dieser Gruppen
starker als die Anzahl der Abkalbungen. Da éltere Kiihe ein hoheres Risiko fiir
Mastitis haben (JAMALI et al., 2018), ist die Anordnung in den Clustern 2B, 4M!
und 3M? nachvollziehbar. Dariiber hinaus befanden sich die multiparen Kiihe
bereits an Tag 23 (Median 2B), 43 (Median 4M') bzw. 25 (Median 3M?) in der
Laktation, wihrend sich POHL et al. (2015) und HUMBLET et al. (2006) auf die
Woche direkt nach der Kalbung bezogen.

Im gemischten Modell mit Kuh als zufilligem Effekt stellte sich die Jahreszeit als
einer der signifikanten Parameter in Bezug auf HP heraus, weshalb die Variable
Eingang in die Clusteranalysen fand. Es ergab sich kein einheitliches Bild der HP-
Konzentrationen verschiedener Cluster in Bezug auf die Jahreszeiten. HAJEK et al.
(2020) und ALBERGHINA et al. (2013) mafen signifikant hohere bHP-
Konzentrationen (p < 0,001 bzw. p < 0,05) wéihrend der Sommermonate (Juli bis
September bzw. Juni bis Juli) als wahrend des restlichen Jahres. In einer Studie von
2004 (CHAN et al.) blieb die bHP-Konzentration dagegen durch warme (27,3 +
1,4°C) und kalte (19,8 + 2,2°C) Temperaturen unbeeinflusst. CHAN et al. (2004)
beprobten dariiber hinaus nur Férsen, wihrend die Daten von HAJEK et al. (2020)
ebenso wie die der vorliegenden Arbeit primi- und multipare Tiere in der
vulnerablen Phase der Friihlaktation einschlossen. Es gibt Hinweise in der Literatur,
dass hochleistende Kiihe anfilliger fiir die negativen Auswirkungen von Hitzestress
sein konnten als niederleistende Tiere, was hohere bHP-Konzentrationen von
Kiihen im Vergleich zu Farsen wihrend der Sommermonate begriinden kénnte

(KADZERE et al., 2002).

Insgesamt waren die HP-Konzentrationen in der vorliegenden Studie niedriger als
die in der Literatur beschriecbenen Werte fir bHP (HUZZEY et al., 2009;
ECKERSALL & BELL, 2010; HAJEK et al., 2020) und mHP (HISS et al., 2007,
PYORALA etal., 2011; THOMAS et al., 2015; WOLLOWSKI et al., 2021). Eine
mogliche Erklarung dafiir ist der Ausschluss klinisch kranker und behandelter Tiere
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von der Probennahme. Die Studienpopulation bestand aus gesunden frisch-
laktierenden Kiihen, die allenfalls unerkannt subklinisch erkrankt sein konnten. Die
mit klinischen Attributen versehenen Cluster 2B, 2M!, 2M?, 4M'und 3M? wiesen
sowohl erhohtes bHP als auch erhdhtes mHP auf, was mit der in der Literatur
beschriebenen Korrelation zwischen Blut- und Milch-Haptoglobin im Einklang

steht (ECKERSALL et al., 2001; NIELSEN et al., 2004; KOVAC et al., 2007).

4. Haptoglobin im Zusammenhang mit Uteruserkrankungen

Um die Uterusgesundheit zu beurteilen und den Einfluss moglicher
Uteruserkrankungen auf HP zu beriicksichtigen, wurde bei der frischlaktierenden
Studienpopulation neben der Probennahme auch eine Untersuchung des
Vaginalsekretes mittels Metricheck (Simcrorm Datamars, Hamilton, NZL)
durchgefiihrt. Das Gerét besteht aus einem Stab aus Edelstahl, an dessen vorderem
Ende eine Halbkugel aus Silikon angebracht ist. Durch das vaginale Einfithren des
desinfizierten Metricheck-Stabes kann Vaginalsekret gewonnen, und gemif
folgender Einteilung beurteilt werden: Befund 0 = klarer Schleim, 1 = einzelne
Eiterflocken, 2 = Eiterflocken < 50%, 3 = Eiterflocken > 50%, 4 = Blut. Durch die
Untersuchung mit dem Metricheck-Gerédt konnten in einer Studie von PLETICHA
et al. (2009) mehr Kiihe als von Endometritis betroffen diagnostiziert werden, als
bei der Untersuchung mit dem Spekulum oder der behandschuhten Hand (47, vs.
36,9 und 36,8%).

Obwohl signifikant hohere bHP-Konzentrationen bei Kithen mit Endometritis
(BRODZKI et al.,, 2015a; BRODZKI et al., 2015b) sowie akuter puerperaler
Metritis (BURFEIND et al., 2014; POHL et al., 2015; BARRAGAN et al., 2018)
nachgewiesen wurden, und erhohtes bHP p.p. mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
fir die Entwicklung von Metritis einhergeht (HUZZEY et al., 2009; DUBUC et al.,
2010), ging der Metricheck-Befund wider Erwarten nicht als signifikante Variable
aus dem linearen gemischten Modell mit Kuheffekt hervor. Dennoch hatten Tiere
aus Cluster 2M' (,,negative Energiebilanz*) und 5M' (,,frischlaktierend*) einen
hoheren Metricheck-Score (Median Metricheck-Befund 1) als die restlichen Cluster
und zeigten damit zumindest eine Tendenz zu geringgradig beeintrachtigter
Uterusgesundheit (1 = einzelne Eiterflocken). Als Ursache fiir die fehlenden
Zusammenhinge zwischen HP und dem Parameter Metricheck-Befund in den

vorliegenden Daten konnte der Ausschluss von als krank erkannten und
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behandelten Tiere vom Probemelken auf dem Betrieb und somit von der
Probennahme vermutet werden. Da primér gut organisierte und moderne Betriebe
am Projekt teilnahmen, kénnte auch das gute Management von Transitkiihen und
Frischlaktierenden zu einem hohen Anteil uterusgesunder Tiere in der

Studienpopulation beigetragen haben.

Eine Abnahme der HP-Konzentrationen ist in der Literatur auch im Zusammenhang
mit der Uterusinvolution (SHELDON et al., 2001) beschrieben; ebenso scheint HP
beim Auftreten von Ovarialzysten (BRODZKI et al., 2019) erhoht zu sein.
Aufgrund dessen, dass keine rektale Untersuchung und Befundung von Uterus und
Ovar durchgefithrt wurden, sind der Auswertung von HP unter

reproduktionsmedizinischen Aspekten in dieser Studie Grenzen gesetzt.

5. Haptoglobin im Zusammenhang mit Stoffwechsel-

storungen

Sowohl die NEFA- als auch die BHB-Konzentrationen gehorten zu den Parametern,
die tagesaktuell aus den Blutproben der bei den Bestandsbesuchen untersuchten
Tiere bestimmt wurden. Beide Parameter weisen eine positive Korrelation mit bHP
(EL-DEEB & EL-BAHR, 2017; HAJEK et al., 2020) und mHP (HISS et al., 2009)
auf und sind aussagekriftige Laborwerte fiir das Ausmaf der Fettmobilisierung im
Rahmen der negativen Energiebilanz (NEFA > 0,57 mmol/l (OSPINA et al., 2010))
und das Vorliegen von Ketose (BHB > 1,2 mmol/l (ENJALBERT et al., 2001;
MCART et al., 2012; SUTHAR et al,, 2013; VANHOLDER et al., 2015)).
Lediglich in 7,7% der Blutproben aus dem gesamten Datensatz wurden erhdhte
BHB-Konzentrationen (BHB > 1,2 mmol/l) gemessen, wohingegen in der Literatur
fiir subklinische Ketose eine Priavalenz von 8,9 bis 43% (DOHOO et al., 1983;
DUFFIELD et al., 1998; MCART et al., 2012; SUTHAR et al., 2013) beschrieben
wird. Moglich wire, dass Kiithe mit iibermafliger Fettmobilisierung und erhéhten
NEFA-Werten im Blut gar nicht erst eine Ketose entwickelten, da von der Norm
abweichende Untersuchungsergebnisse am Folgetag des Betriebsbesuches mit den
Betriebsleitern besprochen, und auffillige Tiere sogleich mittels Eingabe von
Propylenglykol unterstiitzt bzw. dem Hoftierarzt vorgestellt werden konnten. Der
geringe Anteil an Ketose-Erkrankungen und die friihzeitige Therapie von

Stoffwechselentgleisungen konnten die Ursache dafiir sein, dass sich der
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Zusammenhang zwischen BHB und HP in der vorliegenden Studie als nicht

signifikant herausstellte.

Im Einklang mit Ergebnissen aus der Literatur gingen dagegen die NEFA-
Konzentration und der Milchfettgehalt als signifikante Parameter in die
Clusteranalysen ein. Die Tiere der Cluster 2M', 3B und 2M? wiesen erhdhte NEFA-
Konzentrationen, einen erhohten Milchfettgehalt, erhohtes mHP (auBler Cluster 3B)
und erhohtes bHP auf (siehe Tab. 3 und 4 aus Veroffentlichung II). Zudem befanden
sie sich mit 13 (2M') bzw. 15 (3B, 2M?) Laktationstagen noch am Anfang der
Laktationsperiode. Den betreffenden Clustern wurde das klinische Attribut
,negative Energiebilanz® zugeordnet. Der Zusammenhang zwischen negativer
Energiebilanz inklusive der damit einhergehenden Fettmobilisierung und dem
Akute-Phase-Protein HP wurde von anderen Autoren damit begriindet, dass durch
die Oxidation der bei Energiemangel freigesetzten Fettsduren ein pro-
inflammatorischer Zustand entsteht (EL-DEEB & EL-BAHR, 2017). Eine andere
Theorie lautet, dass die intestinale Permeabilitét wéhrend der Transitphase erhoht
ist (Leaky-gut Syndrom) und eine Infiltration von Lipopolysaccharid (LPS) erlaubt,
was sich wiederum negativ auf die Stoffwechselgesundheit auswirkt
(ABUAJAMIEH et al., 2016). Denkbar wére aber auch, dass bereits wéahrend der
Trockenstehzeit ein entziindlicher Zustand vorliegt, der die Futteraufnahme im
peripartalen Zeitraum beeintrachtigt, und somit die Entwicklung von negativer

Energiebilanz und Ketose in der Friihlaktation begiinstigt (HORST et al., 2021).

6. Haptoglobin im Zusammenhang mit Lahmbheit

Durch die PraeRi-Studie aus dem Jahr 2020 wurden in deutschen
Milchviehbestinden hohe Lahmheitspravalenzen ermittelt. Etwa jede vierte Kuh
wies in den Regionen Nord (22,8 %) und Siid (22,7 %) eine Lahmbheit auf, wahrend
in der Region Ost (39,4 %) sogar jede zweite bis dritte Kuh eine Lahmheit zeigte
(PRAERI, 2020). Die Konzentration von bHP steigt mit zunehmendem
Locomotion-Score an (SMITH et al., 2010; TADICH et al., 2013) und verschiedene
Klauenerkrankungen gehen mit einer signifikanten Erhohung der bHP-
Konzentration einher (SMITH et al., 2010; TOTHOVA etal., 2011; BAGGA et al.,
2016). Bei einer Lahmbheitspravalenz von deutschlandweit fast 30% ist davon
auszugehen, dass auch Tiere aus der untersuchten Studienpopulation von

Klauenerkrankungen und Lahmbheiten betroffen waren. Da kein Locomotion-
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Scoring durchgefiihrt wurde, bzw. die Daten der klinischen Untersuchungen
aufgrund ihres geringen Umfangs nicht in die statistische Auswertung einbezogen
werden konnten, kann eine Beeinflussung der HP-Konzentrationen der
verschiedenen Cluster durch Klauenerkrankungen nur vermutet, aber nicht

weitergehend ausgewertet werden.

7. Haptoglobin im Zusammenhang mit Mastitis

Die somatische Zellzahl wurde mittels Fossomatic™ FC (FOSS GmbH, Hamburg,
DE) aus den wochentlich vor dem Betriebsbesuch gezogenen Milchproben
bestimmt. Die Zellzahl ging als signifikanter Parameter (p < 0,00001) aus dem
gemischten Modell mit Kuh als zufélligem Effekt hervor und war somit eine der
Eingangsvariablen fiir die Clusteranalysen. Dies steht im Einklang mit der
Literatur, in der vielfach die signifikante Korrelation zwischen der Zellzahl und
mHP (NIELSEN et al., 2004; AKERSTEDT et al., 2007; KOVAC et al., 2007; LAI
et al., 2009) beschrieben wurde. HP kann sowohl von neutrophilen Granulozyten
(LAI et al., 2009), deren Anzahl im Falle von Mastitis zunimmt, als auch im
Alveolarepithel des Euters (THIELEN et al., 2007, WHELEHAN et al., 2011)
selbst synthetisiert werden. Beide Mechanismen sichern eine schnelle lokale
Abwehrreaktion nach Eintritt eines Pathogens in die Milchdriise. HISS et al. (2004)
wiesen bereits 3 Stunden nach der intramammaéren Infusion von LPS einen

Konzentrationsanstieg von mHP nach.

Tiere der Cluster 2B, 4M!, 3M? wiesen neben erhohtem bHP und den hdchsten
mHP-Konzentrationen auch die hochsten Zellzahlen auf und wurden somit mit dem
klinischen Attribut ,euterkrank beschrieben (siche Tab. 3 und 4 aus
Veréffentlichung 1I). Der mHP-Mittelwert aus Cluster 3M? betrug 1,25 pg/ml
(Standardabweichung 0,29) und der Median aus Cluster 4M' lag bei 0,88 pg/ml
(IQR 0,997), wihrend von anderen Autoren deutlich hohere mHP-Dimensionen mit
Grenzwerten fiir die Differenzierung von gesunden Tieren und Tieren mit
subklinischer Mastitis beschrieben wurden (HISS et al., 2007; THOMAS et al.,
2015; WOLLOWSKI et al., 2021). HISS et al. (2007) nutzten eine mHP-
Konzentration von 2,7 pg/ml um mit einer Spezifitdt von 0,92 und einer Sensitivitét
von 0,89 zwischen gesunden (< 200.000 Zellen / ml Milch) und subklinisch
erkrankten Eutervierteln (> 200.000 Zellen / ml Milch und 2 von 3 positiven

bakteriologischen Untersuchungsergebnissen) zu unterscheiden. Den vorliegenden
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Ergebnissen &hnlichere Gréfenordnungen fiir mHP sind in einer Studie von
AKERSTEDT et al. (2007) zu finden, in der das Gesamtgemelk von Tieren ohne
klinische  Entziindungsanzeichen untersucht wurde. Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Parameter mHP und der Zellzahl (p < 0,0001) ergab
sich bei einer mHP-Konzentration von 1,5 ug/ml (Median) (AKERSTEDT et al.,
2007). Auch in der hier vorliegenden Studie wurde das Gesamtgemelk gesunder
Tiere ohne Anzeichen fiir Entzindung untersucht, wiahrend kranke Tiere von der
Probennahme ausgenommen wurden. Das Vorkommen subklinischer Mastitiden
bei Tieren aus der Studienpopulation, verursacht durch Erreger wie KNS oder S.
aureus, kann dennoch nicht ausgeschlossen werden. Im Zusammenhang mit diesen
Pathogenen werden die HP-Konzentrationen in der Literatur als nur geringgradig
erhoht beschrieben (PYORALA et al., 2011; KALMUS et al., 2013; SIMOES et
al.,2018; THOMAS et al., 2018; WOLLOWSKI et al., 2021), wahrend mHP-Werte
bei Mastitiden, verursacht durch E. coli oder T. pyogenes, besonders hoch ausfallen
(SUOJALA et al., 2008; WENZ et al., 2010; PYORALA et al., 2011; KALMUS et
al., 2013; THOMAS et al., 2018). Da keine bakteriologische Untersuchung der
Milchproben durchgefiihrt wurde, konnten mogliche Zusammenhinge zwischen
HP und Mastitis-verursachenden Pathogenen in der vorliegenden Studie nicht

weitergehend ausgewertet werden.

Tagesaktuell gemessenes mHP konnte generell eine wertvolle Zusatzinformation
zur Zellzahl darstellen. Da der Parameter innerhalb kurzer Zeit (HISS et al., 2004)
und in Relation zur Schwere der Erkrankung (WENZ et al., 2010; PYORALA et
al., 2011; KALMUS et al., 2013) ansteigt, wére eine Interpretation von mHP in
Kombination mit der Zellzahlerhbhung sinnvoll. Dies wiirde eine, dem
Schweregrad angepasste, frithzeitige Therapie ermoglichen und koénnte als
Entscheidungshilfe =~ beim  Einsatz ~ von  Antibiotika, =~ NSAID  und
Flissigkeitssubstitution dienen. Ebenso wire eine Kontrolle des Therapieerfolgs
anhand von mHP denkbar, wie in den Arbeiten von EL-DEEB und
ELMOSLEMANY (2016) und SMITH et al. (1998) bereits fiir bHP beschrieben.
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V. SCHLUSSFOLGERUNGEN: MOGLICHKEITEN UND
GRENZEN FUR DIE NUTZUNG VON HAPTOGLOBIN
ALS INDIKATOR FUR DAS TIERGESUNDHEITS-

MONITORING

Gewonnen aus der Milchleistungspriifung oder durch automatisierte Melksysteme,
stellen die Parameter der Milchanalytik schon seit langem einen wichtigen
Bestandteil des Tiergesundheitsmonitorings dar. Haptoglobin = steigt im
Zusammenhang mit den wichtigsten Erkrankungen der Friihlaktation innerhalb
weniger Stunden an und es besteht eine Korrelation zwischen bHP und mHP.
Intramammire Entziindungsprozesse beeinflussen die Konzentration von mHP
durch die lokale Synthese des Akute-Phase-Proteins im Euterepithel und in
neutrophilen Granulozyten. Die Interpretation von mHP muss demnach immer
kombiniert mit der Hohe der Zellzahl erfolgen um subklinische und klinische
Mastitis als mHP beeinflussenden Faktor einschitzen zu kénnen. Dennoch kénnen
extramammare Entziindungsprozesse durch Mastitis kaschiert und somit nicht

zuverldssig mittels mHP diagnostiziert werden.

Als unspezifischer Parameter ersetzt mHP nicht die klinische Untersuchung des
betreffenden Tieres, erleichtert aber das Auffinden desselben auf Bestandsebene.
Bei einem reguldren Screening in der monatlichen MLP oder sogar tagesaktuell
durch den Einsatz im automatisierten Melksystem wire die mHP-Bestimmung
hilfreich, um (sub-)klinisch erkrankte Tiere innerhalb einer Herde zu identifizieren
und dem behandelnden Tierarzt vorzustellen. Auch fiir die Therapieerfolgskontrolle
wire die regelmdfige Untersuchung von mHP sinnvoll. Die bisher genutzten
Parameter aus Milchanalytik oder smarten Sensorsystemen werden durch mHP um
bislang fehlende Informationen zum Entziindungsgeschehen des einzelnen Tieres
erginzt. Der schnelle Konzentrationsanstieg ermoglicht eine frithzeitige
Einschitzung des Gesundheitszustandes, verlangt aber auch nach einer
tagesaktuellen Messung von mHP, die durch ein monatliches Probemelken
momentan nicht gegeben ist. Im automatischen Melksystem konnte eine solche
Konzentrationsbestimmung ermoglicht werden; ebenso ist im

Krankheitsverdachtsfall eine MLP von Einzelproben jenseits des reguldren
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Probemelkens der ganzen Herde vorstellbar.

Voraussetzung flir den Einsatz von mHP auf Bestandsebene, unerheblich mit
welchem System der Milchanalytik, wire die Verfligbarkeit kostengiinstiger Tests.
Die in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Messung mittels ELISA ist fiir den
routinemédfigen Einsatz auf Bestandsebene aus Kostengriinden nicht praktikabel.
Der Versuch, mHP-Konzentrationen indirekt mittels Infrarotspektroskopie zu
bestimmen, sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Basierend auf IR-
Spektren und kuhassoziierten Informationen wére die Etablierung eines
Frihwarnsystems fiir Entzindungsgeschehen, dhnlich dem der Stoffwechsel-
Doppelampel,  vorstellbar, um  mHP als  Parameter fir das
Tiergesundheitsmonitoring zugénglich zu machen und auch auf Herdenebene

nutzen zu konnen.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Die Friihlaktation stellt eine besonders vulnerable Phase in der Laktation von
Milchkiithen dar. Aufgrund von Immunsuppression und negativer Energiebilanz
treten gehduft Erkrankungen wie Lahmbheiten, Mastitiden, Stoérungen des
Reproduktionstraktes und Stoffwechselstérungen auf. Die Untersuchungs-
parameter der Milchanalytik, die auf den meisten landwirtschaftlichen Betrieben
mittels Milchleistungspriifung oder automatischem Melksystem durchgefiihrt wird,
ermdglichen ein Monitoring der Energiestoffwechselgesundheit, wohingegen ein
standardisiertes Monitoring von Entziindungszustinden bisher nicht fiir die
Betriebe verfiigbar ist. Aufgrund dessen sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
das Akute-Phase-Protein Haptoglobin als Indikator fiir entziindliche Erkrankungen
bei Milchkiithen in der Friihlaktation untersucht und dessen Nutzung fiir das
Tiergesundheitsmonitorings diskutiert werden. Haptoglobin ist Bestandteil des
angeborenen Immunsystems und steigt beim Rind im Zuge entziindlicher
Erkrankungen  innerhalb  kurzer Zeit um das  Vielfache seiner
Ausgangskonzentration an. Es besteht eine Korrelation von Haptoglobin in Blut

und Milch.

Es wurde eine umfassende wissenschaftliche Literaturrecherche (Publikation I) mit
dem Fokus auf Haptoglobin in Blut und Milch im Zusammenhang mit
verschiedenen Erkrankungen der Frithlaktation durchgefithrt. Wahrend fiir
Haptoglobin im Blut Grenzwerte fiir die Unterscheidung von gesunden und kranken
Tieren verfiigbar sind, wurde Haptoglobin in der Milch bisher primér im Kontext
von Erkrankungen der Milchdriise untersucht. Haptoglobin in der Milch lésst
Aussagen iiber den Schweregrad einer Mastitis zu, weist auf das verursachende
Pathogen hin und ermoglicht eine Unterscheidung gesunder und subklinisch
infizierter Euterviertel. Die Nutzung des Parameters in der routineméBigen
Milchanalytik als Indikator fiir Entziindungsreaktionen auf Einzeltier- und
Bestandsebene wurde bislang nicht evaluiert. Ziel der vorliegenden Studie war es
daher, die Zusammenhinge zwischen erhohten Haptoglobin-Konzentrationen in
Blut und Milch, sowie klinischen sowie labordiagnostischen Parametern bei Kiithen
in der Friihlaktation zu untersuchen und Grenzwerte fiir die Unterscheidung

zwischen gesunden und kranken Tieren zu ermitteln.
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In der hier durchgefiihrten Untersuchung (Publikation II) wurden Blut- und
Milchproben von klinisch unauffilligen Kiithen zwischen dem 5. und 65.
Laktationstag gewonnen und, neben einer Korperkonditionsbeurteilung und einer
Untersuchung des Vaginalsekrets, bei einem Teil der Studienpopulation auch eine
klinische Untersuchung durchgefiihrt. Die Blutproben wurden auf die Parameter
Creatinin, Aspartat-Aminotransferase, Gamma-Glutamyl-Transferase, Glutamat-
Dehydrogenase, Gesamtprotein, Albumin, Creatinkinase, 3-Hydroxybutyrat, freie
Fettsduren und Haptoglobin untersucht. In den Milchproben wurden die Parameter
Milchfett, Milcheiwei3, Laktose, Harnstoff, somatische Zellzahl, B-
Hydroxybutyrat, freie Fettsiuren und Haptoglobin bestimmt. Die statistische
Auswertung des finalen Datensatzes aus 3950 Proben wurde mittels R v3.6.3 und
Python v3.8.5 durchgefiihrt. Mittels eines gemischten Modells mit Kuh als
zufilligem Effekt wurden signifikante Variablen fiir HP identifiziert, die in die
Clusteranalysen unter Verwendung der Algorithmen k-means und k-prototypes
einbezogen wurden. Es ergaben sich 5 (Analyse mit k-means) bzw. 4 (Analyse mit
k-prototypes) Cluster, die anhand der Hohe der Haptoglobin-Konzentrationen in
Blut (0B-3B) und Milch (IM'-5M' und 0M2-3M?) voneinander unterschieden, und
durch klinische sowie labordiagnostische Parameter charakterisiert werden

konnten.

Die Cluster 4M', 3M? und 2B beinhalten Tiere mit erhéhtem Haptoglobin in Milch,
erhohten Zellzahlen und erhohtem Haptoglobin in Blut, denen das klinische
Attribut ,,euterkrank* zugeordnet wurde. Die Cluster 2M', 2M? und 3B beinhalten
Tiere mit wenigen Laktationstagen, erhohten Gehalten freier Fettsduren im Blut,
einem erhohten Milchfettgehalt und einer Tendenz zu entziindlichen
Verdanderungen des Reproduktionstraktes. Aus klinischer Sicht wurden in diesen
Clustern Tiere mit ,,negativer Energiebilanz* zusammengefasst. Die Cluster 1M,
3M!, 5M!, 0M?, IM?, 0B und 1B waren hinsichtlich der Haptoglobin-

Konzentrationen in Blut und Milch unauftillig.

Es wurde ein Grenzwert von 0,5 pg/ml fiir Haptoglobin in Milch ermittelt, der eine
Unterscheidung von gesunden und kranken Tieren ermoglicht. Bei der
Uberschreitung des in Milch gemessenen Grenzwertes im routineméBigen Einsatz
sollte das aufféllige Tier klinisch untersucht werden, um die Ursache der durch

Haptoglobin angezeigten Entziindungsreaktion zu diagnostizieren. Eine Nutzung
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als Indikator fiir Erkrankungen miisste immer unter Beriicksichtigung der Zellzahl
des entsprechenden Tieres erfolgen, da eine beeintrichtigte Eutergesundheit die
Hohe der Haptoglobin-Konzentration in Milch beeinflusst und nicht zwischen intra-

und extramammaren Entzlindungsprozessen unterschieden werden kann.

Um Haptoglobin in Milch in der routineméfigen Milchanalytik zu nutzen, wire die
Verfiigbarkeit kostengiinstiger Testsysteme Voraussetzung. Ein Ansatz konnte die
Bestimmung von Haptoglobin mittels Infrarot-Spektroskopie sein, die Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein sollte. Eine Kombination des Parameters mit
weiteren kuhassoziierten Informationen wire filir die Nutzung in einem

Frithwarnsystem auf Bestandsebene denkbar.
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VII. SUMMARY

Early lactation is a highly vulnerable phase in a dairy cow’s lactation period. Due
to immunosuppression and negative energy balance, diseases such as lameness,
mastitis, reproductive disorders, and metabolic diseases occur more frequently.
Information from milk analysis, which is conducted on most farms by using dairy
milk recording or automatic milking systems, allow monitoring of metabolic health,
whereas standardized monitoring of inflammatory conditions is not yet available on
farm. Therefore, the acute phase protein haptoglobin should be evaluated as an
indicator for inflammatory diseases in dairy cows in early lactation. Furthermore,
its use for animal health monitoring should be discussed. Haptoglobin is part of the
innate immune system and increases, associated with inflammatory diseases,
severalfold of its initial concentration in cattle within a short period of time. There

is a correlation between haptoglobin in blood and milk.

Extensive research of scientific literature (Publication I) with a focus on
haptoglobin in blood and milk in relation to various diseases of early lactation was
conducted. While threshold values for haptoglobin in blood are available to
differentiate between healthy and affected animals, haptoglobin in milk has been
primarily investigated in the context of diseases of the mammary gland.
Haptoglobin in milk allows conclusions to be made on the severity of mastitis, hints
at the causative pathogen and allows distinguishing between healthy and
subclinically infected udder quarters. The use of this parameter as an indicator of
inflammatory disorders for individual animals and at herd level in routine milk
analysis has not yet been evaluated. The aim of the present study was therefore to
investigate the relationships between elevated haptoglobin concentrations in blood
and milk, as well as clinical and laboratory diagnostic parameters in early lactating
cows, and to identify cut-off values for differentiating between healthy and affected

animals.

In the present study (publication II), blood and milk samples were collected from
cows between the 5th and 65th day in milk and, in addition to a body condition
scoring and an examination of vaginal secretion, a clinical examination was also
performed in parts of the study population. The blood samples were analyzed for
the parameters creatinine, aspartate aminotransferase, gamma-glutamyl transferase,
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glutamate dehydrogenase, total protein, albumin, creatine kinase, 8-
hydroxybutyrate, non-esterified free fatty acids and haptoglobin. The milk samples
were analyzed for the parameters milk fat, milk protein, lactose, urea, somatic cell
count, [-hydroxybutyrate, non-esterified free fatty acids and haptoglobin.
Statistical analysis of the final data set of 3950 samples was performed using R
v3.6.3 and Python v3.8.5. A mixed model with cow as random effect was used to
identify significant variables for HP, which were included in cluster analyses using
k-means and k-prototypes algorithms. This resulted in 5 (k-means) resp. 4 (k-
prototypes) clusters, which were differentiated by the level of haptoglobin
concentrations in blood (0B-3B) and milk (1IM'-5M' and OM?-3M?) and could be

characterized by clinical and laboratory parameters.

Clusters 4M!, 3M? and 2B contain animals with increased haptoglobin
concentration in milk, elevated cell counts and increased haptoglobin concentration
in blood. These clusters were classified with the clinical attribute "udder disease".
Clusters 2M!, 2M? and 3B contain animals with very few days in milk, increased
concentrations of free fatty acids in the blood, increased milk fat content and a
tendency for inflammatory disorders in the reproductive tract. From a clinical
perspective, animals with "negative energy balance" were added to these clusters.
Clusters 1M!, 3M!, 5M!, OM?, 1M?, 0B and 1B were unremarkable regarding

haptoglobin concentrations in blood and milk.

A threshold concentration of 0.5 pg/ml for haptoglobin in milk was identified,
which allows a distinction of healthy and affected animals. If the haptoglobin
threshold is exceeded in routine milk analysis, the susceptible animal should be
clinically examined in order to diagnose the cause of the inflammatory disorder. As
impaired udder health affects the level of haptoglobin concentration in milk and
distinguishing between intra- and extramammary inflammatory processes is not

possible, the cell count of the animal in question should always be considered.

To use milk haptoglobin in the routine milk analysis, the availability of cost-
effective test systems would be a precondition. The determination of haptoglobin
via infrared spectroscopy could be one approach and should be further investigated.
A combination of the parameter with other cow-associated information would be

feasible for the use in an early warning system at herd level.
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