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I. EINLEITUNG

Mutterschutzimpfungen dienen in erster Linie dazu, Kélber in ihren ersten
Lebenswochen vor Infektionskrankheiten zu schiitzen. Hierfiir wird das Muttertier
in den letzten Wochen vor der Geburt geimpft, um spezifische Antikdrper gegen
relevante Infektionserreger zu bilden und diese mit dem Kolostrum an das
neugeborene Kalb weiterzugeben.

Wihrend seit geraumer Zeit der Einsatz von Kombinationsimpfungen gegen
Neugeborenendurchfall insbesondere auf grolen Betrieben empfohlen wird, um die
Kilbersterblichkeit zu senken, wurde den Effekten dieser Impfungen auf das
Muttertier selbst wenig Beachtung geschenkt. Es gibt allerdings Hinweise darauf,
dass Impfungen nicht-spezifische Effekte (NSE) hervorrufen und sogar die
Immunreaktivitit der geimpften Mutter langfristig verdndern konnen. Solche durch
Impfungen verursachte und durch die Reaktion des angeborenen Immunsystems
vermittelten Effekte konnen zu einem sogenannten immunologischen Gedéchtnis
fiihren. In der Humanmedizin sind NSE besser als in der Tiermedizin erforscht.
Allerdings konnten auch bei Rindern anhaltende NSE durch epigenetische
Modifikationen nachgewiesen werden.

Das Immunsystem der Milchkuh im geburtsnahen Zeitraum gilt als moduliert, weist
also gegeniiber anderen Lebensphasen Besonderheiten auf. Erkrankungen der
Gebarmutter und des Euters treten in der postpartalen Phase sehr hdufig auf. Aus
diesem Grund ist das optimale Management der Milchkuh in dieser Zeit essenziell.
Dies betrifft vor allem die Bereiche Fiitterung und Stoffwechsel sowie
Gesundheitsiiberwachung und Hygiene. Auch Mutterschutzimpfungen gehoren in
groflen Milchviehbetrieben hiufig zum Transitmanagement. Ob jedoch Impfungen
in den letzten drei bis 12 Wochen vor dem Abkalbetermin NSE mit sich bringen
oder nicht, und ob dies forderliche oder nachteilige Auswirkungen auf die
postpartale Gesundheit und Leistung der Kuh hat, wurde bisher kaum untersucht.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es deshalb, Gesundheits- und Leistungsdaten von
Milchkiihen mit und ohne Mutterschutzimpfung zu vergleichen. Die Ergebnisse
sollen erste Erkenntnisse zum Einfluss der Impfung auf das Immunsystem und die
Gesundheit des Muttertieres erbringen. Konsequenzen konnte dies flir zukiinftige
Forschungs- und Entwicklungsarbeiten im Bereich Vakzination der Milchkuh

haben.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Impfungen zum Schutz von Kuh und Kalb in der
Milchviehhaltung
1.1. Impfmanagement in der Milchviehhaltung: Ein Uberblick

Impfungen gelten als wichtiges Element der Pridventionsmedizin und des
Gesundheitsmanagements in der Milchviehhaltung. Dabei eignen sich einige
Impfungen (wie beispielsweise gegen Blauzungenkrankheit, bovine Herpesvirus
Infektionen, Bovine Virusdiarrhoe sowie Maul- und Klauenseuche) zur
Bekdampfung von Seuchenerregern (GANTER et al., 2021). Bei anderen Impfungen
wiederum liegt der Fokus auf der Verbesserung der Gesundheit und
Leistungsfahigkeit auf FEinzeltier- und Bestandsebene. Letztere werden
insbesondere bei Kélbern, Farsen und tragenden Kiihen eingesetzt (VLASOVA und
SAIF, 2021). So empfiehlt die Stindige Impfkommission Veterindrmedizin fiir
Milcherzeuger den FEinsatz von Impfungen gegen Bronchopneumonie,
Neugeborenendurchfall und Schmallenbergvirus-Infektionen, sofern die jeweiligen
Erreger regional oder betrieblich relevant sind. Im Einzelfall kann zudem die
Impfung gegen Clostridiose, Coxiellose, Leptospirose, Mastitis, Salmonellose oder

Trichophytie sinnvoll sein (GANTER et al., 2021).

Mutterschutzimpfungen bei Kiihen dienen dazu, Kilber in den ersten
Lebenswochen vor Infektionserkrankungen zu schiitzen. Dabei soll die Qualitit des
Kolostrums in Bezug auf den spezifischen Antikorpergehalt verbessert werden
(CHIGERWE et al., 2015). In Deutschland sind kommerzielle
Mutterschutzimpfungen gegen Neugeborenendurchfall, Bronchopneumonie und
Clostridiosen erhiltlich. Die Kombinationsimpfung gegen Neugeborenendurchfall
enthélt lebend-attenuiertes oder inaktiviertes bovines Rotavirus, bovines
Coronavirus und E. coli-Antigen. Die Impfung wird zwischen drei und 12 Wochen
vor erwartetem Abkalbetermin je nach Gebrauchsanweisung ein- oder zweimalig

appliziert (BFARM, 2010, 2013, 2015).
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1.2. Sicherheit von Mutterschutzimpfungen bei Milchkiithen unter
Beriicksichtigung speziesiibergreifender Erkenntnisse
Mutterschutzimpfungen von Kiihen gelten als sicher. Nebenwirkungen treten dabei
selten auf (SMITH et al., 2015; VIDLUND et al., 2024). Impfnebenwirkungen sind
definiert als unbeabsichtigte Wirkungen, die direkt durch den Impfstoff oder dessen
Bestandteile verursacht werden. Hierzu ziihlen Uberempfindlichkeitsreaktionen,
wie Fieber und lokale Schwellung sowie kurzfristige Reaktionen wie ein erhdhter
Spiegel von Akute-Phase-Proteinen (INSTITUTE OF MEDICINE, 2012;
MILICEVIC et al., 2018; KIM et al., 2024). Die grundsitzliche Sicherheit der auf
dem Markt verfliigbaren Impfstoffe wird durch die Priifungen im Rahmen der
nationalen und EU/EWR-weiten Zulassungsverfahren sowie der Pharmakovigilanz

gewihrleistet.

Empfehlungen fiir Impfungen wéhrend der Trachtigkeit oder der Schwangerschaft
betonen in der Regel, dass Totimpfstoffe im Vergleich zu Lebendvakzinen sicherer
sind (FREEDMAN und KROGER, 2023). So sind bei Frauen Lebendimpfungen
gegen Masern wihrend der Schwangerschaft kontraindiziert (ANSELEM et al.,
2014; ROBL-MATHIEU et al., 2021). Bei trichtigen Kiihen wird ein erhdhtes
Risiko fiir Aborte und Tot- oder Frithgeburten angefiihrt (CORTESE, 2010; SMITH
et al., 2015). Eine erhohte Inzidenz von Trichtigkeitsstorungen wurde nach
Lebendimpfung gegen Brucellose berichtet (DOUGHERTY et al., 2013). Dies
scheint jedoch auf einen bestimmten Impfstamm (RB51) begrenzt zu sein

(BARBOSA et al., 2017).

Lebendvakzine bergen das Risiko, dass sich die enthaltenen Erreger, insbesondere
RNA-Viren, replizieren und sowohl fiir die Mutter als auch fiir den wachsenden
Fetus schadlich sein konnen (AZIZ-BOARON et al., 2013; LARIS-GONZALEZ et
al., 2020). Eine transplazentare Ubertragung von Pathogenen ist bei manchen
Lebendimpfstoffen moglich. Dies wurde beispielsweise fiir die Lebendimpfung
gegen das Rift Valley Fieber-Virus beim Schaf nachgewiesen (MAKOSCHEY et
al., 2016). Die Fahigkeit zur Replikation des Erregers birgt auerdem das Risiko
der Riickmutation zum Wildtyp und damit einhergehender Pathogenitit
(MUSKETT et al., 1985; NIELSEN et al., 2001). AuBerdem treten bei
Lebendimpfstoffen haufiger Kontaminationen auf, die durch die Verwendung von
biologischen Materialien im Herstellungsprozess begiinstigt werden konnen

(AZIZ-BOARON et al., 2013).
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Eine systematische Ubersichtsarbeit aus der Humanmedizin zeigt, dass durch die
meisten Lebendimpfstoffe kein erhohtes Risiko fiir Frauen besteht. Die Autoren
kommen zu dem Schluss, dass einem generellen Ausschluss von
Lebendimpfstoffen die potentiellen Vorteile von Lebendimpfstoffen auch wihrend
der Schwangerschaft entgegenstehen (LARIS-GONZALEZ et al., 2020). Auch in
der Veterindrmedizin wird fiir Lebendimpfstoffe hdufig eine hohere Wirksamkeit
und ein ldnger anhaltender Impfschutz als fiir Totimpfstoffe berichtet
(FALKENBERG et al., 2023; HE, 2023). Eine Metaanalyse, die die Wirksamkeit
der verfiigharen Tot- und Lebendimpfstoffe gegen Neugeborenendurchfall
vergleicht, steht jedoch noch aus (MAIER et al., 2022).

2. Spezifische und nicht-spezifische Effekte von Impfungen

Neuere Studien deuten darauf hin, dass neben der spezifischen Immunantwort {iber
die Bildung von Antikdrpern in Folge einer Impfung auch nicht-spezifische
Immunreaktionen auftreten. Wahrend vor allem Lebendimpfstoffe am Menschen
im Mittelpunkt der Untersuchungen stehen, gibt es einen Mangel an Forschung zu
NSE bei veterindrmedizinischen Impfstoffprodukten (AREGA et al., 2022). NSE
im Zusammenhang mit der Mutterschutzimpfung gegen Neugeborenendurchfall
sind bisher nur unzureichend untersucht. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass
auch diese Impfung in der Lage ist, NSE auszul6sen. So fanden CHAMBERS et al.
(2022) erhohte Konzentrationen von unspezifischem Immunglobulin M im
Kolostrum geimpfter Kiithe. Die der vorliegenden Studie vorausgehende
Masterarbeit von PRAEGER (2020) deutete auf hohere Metritis- und niedrigere

Mastitis-Inzidenzen nach der Impfung hin.

2.1. Spezifische Effekte von Impfungen

Die vorrangige Intention von Impfungen ist der Schutz des Organismus vor
Infektionen. Das Ziel ist die Auslosung einer Immunantwort, die bei einem Kontakt
mit dem relevanten Erreger eine effektive Abwehrreaktion ermoglicht. Die
Produktion von erregerspezifischen Antikorpern und deren neutralisierende und
opsonierende Eigenschaften sind dabei von entscheidender Bedeutung (PLOTKIN,
2010; LYDYARD et al., 2011; PULENDRAN und AHMED, 2011).

Die Mutterschutzimpfung gegen Neugeborenendurchfall hat somit das Ziel, hohe
Mengen an erregerspezifischen Antikorpern, insbesondere Immunglobulin G

(IgG), im Muttertier zu induzieren (DUREL et al., 2017; GONZALEZ et al., 2021;
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VIIDU und MOTUS, 2022). So konnten hohe spezifische Antikdrpertiter beim
geimpften Muttertier und dessen Kalb gegen das bovine Rotavirus, das bovine
Coronavirus und E. coli nachgewiesen werden (KOHARA et al., 1997; LORENZ
etal., 2011; GONZALEZ et al., 2021).

Wihrend bei der schwangeren Frau Antikorper in utero iiber die Plazenta an die
Frucht weitergegeben werden, verhindert die epitheliochoriale Plazenta des Rindes
den Ubertritt von maternalen Antikorpern in das Blutsystem des Fetus (CHUCRI et
al., 2010). Somit kommt der friihen und ausreichenden Versorgung des
neugeborenen Kalbes mit Kolostrum eine besondere Bedeutung zu (BERGE et al.,
2009). Das darin enthaltene IgG wird im Darm des Kalbes iiber die neonatalen

fragment crystallizable (Fc)-Rezeptoren aufgenommen (TIZARD, 2013).

Die Antikdrperproduktion ist Teil der humoralen Immunantwort. Im Gegensatz zu
den zelluldren Bestandteilen des Immunsystems befinden sich die Immunglobuline
als 16sliche Bestandteile im Blut und auf Schleimhiuten (LYDYARD et al., 2011).
Zudem wird zwischen angeborenen und erworbenen Immunmechanismen
unterschieden (BYRNE et al., 2020). Die Immunmechanismen unter Beteiligung
von spezifischen Antikdrpern gehdren zwar zum erworbenen Immunsystem, jedoch
sind das angeborene und das erworbene Immunsystem funktional eng miteinander
verwoben. Dies ldsst sich beispielsweise anhand der Funktion von dendritischen
Zellen beobachten. Diese gehdren zum zelluldren angeborenen Teil des
Immunsystems, nehmen im peripheren Gewebe Antigen auf und préisentieren
dieses den T-Zellen iiber den sich an deren Oberfliche befindlichen
Haupthistokompatibilitdtskomplex der zweiten Klasse (MHC-Klasse-1I-Komplex).
Die T-Zellen, als Teil des erworbenen Immunsystems, konnen daraufhin die
Antikorperproduktion in die Wege leiten (LYDYARD et al., 2011). Dendritische
Zellen stellen somit auch die Quantitit, Spezifitit und Qualitdt der spezifischen
Antikorper sicher (PULENDRAN und AHMED, 2011). Ein weiteres Beispiel der
zelluldren Immunantwort stellt die Produktion des antiviral wirksamen Zytokins
Interferon y durch Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems dar
(FORREST et al., 2008). Den =zelluliren Immunmechanismen wird eine
synergistische und ldnger anhaltende Wirkung zugeschrieben (PLOTKIN, 2010).
Fiir einen tatsdchlich anhaltenden Immunschutz bendtigt es ein sogenanntes
immunologisches Gedéchtnis. Insbesondere bei Lebendimpfstoffen kann ein

teilweise lebenslang anhaltender spezifischer Schutz gegen den Erreger durch B-
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und T-Gedéchtnis-Zellen erreicht werden (BYRNE et al., 2020).

Es werden grundsitzlich zwei Klassen von Impfstoffen unterschieden: Lebend- und
Totimpfstoffe. Lebendimpfstoffe enthalten attenuierte Viren oder Bakterien, deren
Virulenz so abgeschwicht wurde, dass in der Regel keine Erkrankung mehr
ausgelost werden kann. Das Antigen ist jedoch in der Lage, eine ausgepragte und
spezifische Immunantwort im Kd&rper zu initiieren. Bei Totimpfstoffen dagegen
wurde der Erreger inaktiviert. Demnach sind lediglich noch Bestandteile des
Erregers, wie etwa die Virushiille, vorhanden (LYDYARD et al., 2011). In der
Regel nimmt der spezifische Impfschutz durch inaktivierte Erreger schneller ab als
bei Lebendimpfstoffen. Infolgedessen ist eine hdufigere Auffrischung des

Impfschutzes erforderlich (AZIZ-BOARON et al., 2013).

Neben dem tatsdchlichen Agens selbst (lebend oder tot) werden Impfstoffen oft
Adjuvantien beigefiigt. Damit wird eine verstirkte inflammatorische Antwort oder
eine Depotfunktion beabsichtigt (ZHAO et al., 2023). Es sind noch nicht alle
Wirkmechanismen der Adjuvantien vollstindig aufgeklart. Allerdings ist bekannt,
dass eine verstirkte inflammatorische Antwort tiber die vermehrte Bildung und
Freisetzung von Zyto- und Chemokinen erfolgen kann. Auch die Beeinflussung des
MHC-Klasse-1I-Komplexes ist bekannt (LYDYARD et al., 2011; AWATE et al.,
2013; CIBULSKI et al., 2018). Auf den teilnehmenden Betrieben der vorliegenden
Studie wurden zwei verschiedene Adjuvantien als Bestandteile der Impfstoffe
eingesetzt: Aluminiumhydroxid und Montanide ISA 51. Letzteres ist eine Wasser-
in-Ol-Emulsion. Beide erfiillen eine Depotfunktion und erhéhen damit die
Bioverfiigbarkeit. Aluminiumhydroxid wirkt zudem als Immunstimulans (ZHAO

etal., 2023).

2.2. Nicht-spezifische Effekte von Impfungen

Auswirkungen einer Impfung jenseits der antigenspezifischen Reaktion werden als
NSE bezeichnet und kdnnen sowohl mit erworbenen als auch mit angeborenen
Immunmechanismen assoziiert sein. Ein Beispiel flir solche Effekte, die
erworbenen Immunmechanismen unterliegen, stellt die heterologe T-Zell-
Immunitdt dar (DE BREE et al., 2018). CHAMBERS et al. (2022) konnten bei
Kiihen mit Mutterschutzimpfung gegen die Erreger des Neugeborenendurchfalls
sowie Clostridien hohere unspezifische Immunglobulin M-Konzentrationen als

ohne Impfung feststellen
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Bedeutungsvoller fiir die NSE sind offenbar aber Funktionen und Mechanismen des
angeborenen Immunsystems. Bis vor wenigen Jahren ging die Wissenschaft davon
aus, dass ein immunologisches Geddchtnis allein durch das erworbene
Immunsystem moglich ist. Dieses Verstdndnis wurde jedoch durch das Konzept der
trained immunity erweitert (DAHA, 2011; NETEA et al., 2019; GECKIN et al.,
2022). Mit trained immunity ist eine langfristige funktionelle Neuprogrammierung
angeborener Immunzellen gemeint, die durch exogene oder endogene Reize
hervorgerufen wird und nach der Riickkehr in den nicht-aktivierten Zustand zu
einer verdnderten Reaktivitit auf eine zweite vergleichbare Exposition fiihrt
(NETEA et al., 2020). Die verdnderte Immunantwort kann sowohl verstarkt - in
diesem Fall spricht man von Training (innate immune training) — als auch
abgeschwicht — Toleranz (innate immune tolerance) — ausfallen (BYRNE et al.,
2020; NETEA et al., 2020). Auch konnten neben Impfungen weitere mogliche
Arten eines Reizes identifiziert werden, die die trained immunity auslosen konnen,
beispielsweise die Exposition mit Zellwandbestandteilen von Hefen (BYRNE et al.,
2020). Zugrunde liegen dem immunologischen Gedichtnis des angeborenen
Immunsystems epigenetische Modifikationen. Durch Umgestaltungen an
Chromatin, Histon und Methylierung der Desoxyribonukleinsdure wird der Zugang
zu dieser veridndert und damit das Transkriptom und die anschlieBende Translation
und Produktion von immunologisch wirksamen Proteinen beeinflusst. Eine
Beteiligung von modifizierten posttranskriptionellen microRNA wird ebenfalls
diskutiert. Diese Modifikationen konnen sowohl an diversen peripheren
Immunzellen als auch an deren Vorlduferzellen im Knochenmark auftreten.
Letzteres flihrt zu einer linger anhaltenden Wirkung (NETEA et al., 2019; BYRNE
et al., 2020; NETEA et al., 2020).

Anhaltende NSE durch trained immunity sind unter anderem fiir den Bacille
Calmette-Guérin (BCG)-Impfstoff, der einen avirulenten Stamm von M. bovis
enthélt, nachgewiesen (KLEINNIJENHUIS et al., 2012; ZIOGAS und NETEA,
2022). Auch beim Rind konnten anhaltende Verdnderungen des angeborenen
Immunsystems fiir zumindest sechs Monate dokumentiert werden. Diese umfassen
gesteigerte Phagozytose durch Makrophagen (JUSTE et al.,, 2016) sowie eine
gesteigerte Transkription von proinflammatorischen Zytokinen in mononukledren
Zellen des peripheren Blutes (PBMC), die mittels Toll-Like Rezeptoren (TLR)
ausgelost werden (GUERRA-MAUPOME et al., 2019).
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Es wird sowohl iiber positive als auch iiber negative Auswirkungen von NSE
berichtet, wobei ein wesentlicher Unterschied im Wirkungsmechanismus und
insbesondere in der Art der NSE zwischen Lebend- und Totvakzinen festgestellt
wurde. FEine aktuelle Ubersichtsarbeit zeigt, dass Impfungen mit
Lebendimpfstoffen eher gesundheitsfordernde NSE und solche mit Totimpfstoffen
eher nachteilige NSE hervorrufen. Gut dokumentiert sind gesundheitsférdernde
NSE beim Menschen fiir die Lebendimpfstoffe gegen BCG, Masern, Polio und
Vaccinia. Nachteilige NSE wurden zuletzt fiir die Totimpfstoffe gegen Diphterie-
Tetanus-Pertussis, HIN1-Influenza, Hepatitis B, Haemophilus Influenza Typ B,
Polio und Malaria nachgewiesen. Es wird vermutet, dass bei Totimpfstoffen die
innate immune tolerance, also eine verminderte Antwort auf den zweiten Reiz,
iiberwiegt. Lebendimpfstoffe hingegen 16sen vermehrt ein innate immune training

und damit eine verstirkte Immunantwort aus (RUBIO-CASILLAS et al., 2024).

Bisherige randomisierte kontrollierte Studien bei Milchkiihen zeigten reduzierte
Mastitisraten nach Impfung mit einem Lebendimpfstoff gegen Bovines
Respiratorisches Syncytialvirus (BRSV), Bovines Herpesvirus Typ 1 (BHV-1)
und Bovines Parainfluenza 3 Virus (PI-3) (CORTESE et al., 2020) sowie verdnderte
Liegezeiten, Stoffwechselprofile und Mastitis-Inzidenzen nach Impfung mit einem

Totimpfstoff gegen Neugeborenendurchfall MENICHETTI et al., 2021b, 2021a).

3. Gesundheit und Immunsystem der Milchkuh im

geburtsnahen Zeitraum

Die Transitphase, welche als der Zeitraum von drei Wochen vor bis drei Wochen
nach Geburt definiert ist (GRUMMER, 1995; DRACKLEY, 1999), stellt eine
besondere Herausforderung fiir die Gesundheit der Milchkuh dar. Die
physiologischen Verdnderungen durch den heranwachsenden Fetus sowie die
Vorbereitungen auf die bevorstehende Geburt gehen mit einschneidenden
metabolischen und endokrinologischen Verdnderungen einher (LEBLANC, 2008;
MULLIGAN und DOHERTY, 2008). Bei der hochtrichtigen Kuh sind die
tdglichen Wachstumszunahmen des Fetus am groften (DRACKLEY, 1999),
wihrend die Futteraufnahmekapazitdt sinkt (BERTONI et al., 2009). Dies kann
bereits vor der Geburt zu einer negativen Energiebilanz (NEB) fithren (ESPOSITO
et al., 2014). Die beginnende Laktation erh6ht den metabolischen Stress durch die

insulinunabhéngige Glukoseaufnahme in den Euterzellen weiter. Die zunehmende
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NEB fiihrt zur Mobilisierung von Fett als Energiequelle aus dem Fettgewebe, was
mit hohen Konzentrationen an nicht-veresterten Fettsduren (NEFA) im Blut,
oxidativem Stress im Gewebe und dem Risiko einer Ketose einhergeht. Dariiber
hinaus stellt die rasche Mobilisierung von Kalzium mit Beginn der Laktation eine
Herausforderung fiir den Kalziumhaushalt der Milchkuh dar (ESPOSITO et al.,
2014). Hinzu kommen weitere umweltbedingte Stressoren, wie beispielsweise der
Stall- oder Gruppenwechsel (MULLIGAN und DOHERTY, 2008). Eine genaue
Zuordnung von Ursachen und Effekten der genannten Prozesse ist aufgrund von

wechselseitigen Beeinflussungen komplex (ALERI et al., 2016).

Die genannten metabolischen und endokrinologischen Herausforderungen der
peripartalen Phase gehen mit einem modulierten Immunsystem mit eingeschriankter
Immunkompetenz einher, gepragt von systemischen inflammatorischen Prozessen
unmittelbar nach der Geburt (TREVISI und MINUTIL, 2018). Die
Wahrscheinlichkeit fiir Erkrankungen der Milchkuh ist deshalb auch besonders

hoch in dieser Phase.

3.1. Peripartale Gesundheit der Milchkuh

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Effekten der Mutterschutzimpfung auf
die postpartale Gesundheit von Euter und Gebarmutter. Laut den Auswertungen der
Vereinigten Informationssysteme Tierhaltung (VIT) fiir das Jahr 2023 stellten
Unfruchtbarkeit mit 16,4% und Eutererkrankungen mit 13,6% insgesamt 30% aller
Abgangsursachen auf Milchviehbetrieben dar (VIT, 2023). Euter- und
Gebarmuttererkrankungen beeintrdachtigen nicht nur das Tierwohl, sondern stellen
auch einen finanziellen Schaden fiir Milchviehbetriebe dar (HAGNESTAM et al.,
2007; SHELDON et al., 2009; PEREZ-BAEZ et al., 2021; SANCHEZ et al., 2024).
Da Tierarzt- und Arzneimittelkosten dkonomisch deutlich weniger ins Gewicht
fallen als die finanziellen Einbuflen durch die reduzierte Milchleistung (WALTER,
2013), kommt einem guten Transitmanagement eine besondere Bedeutung zu

(HOEDEMAKER et al., 2013; CROWE et al., 2018).

3.1.1. Eutererkrankungen

Mastitiserkrankungen treten gehduft im geburtsnahen Zeitraum auf, insbesondere
in den ersten zehn bis 14 Tagen post partum (p.p.) (BARKEMA et al., 1998;
INGVARTSEN et al., 2003). Bei Mastitiden handelt es ich um eine Entziindung

des Eutergewebes. Es wird zwischen klinischer und subklinischer sowie zwischen
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akuter und chronischer Mastitis unterschieden (DVG, 2012).

Bei der mittel- bis hochgradigen klinischen Mastitis ist das Euter bei der Palpation
auffillig gerotet, warm, verhartet oder schmerzempfindlich. Auerdem kann es zu
Odemen des Eutergewebes und gestdrtem Allgemeinbefinden kommen. Bei der
geringgradigen klinischen Mastitis fehlen die klinischen Symptome am
Eutergewebe. Das Milchsekret ist flockig bis blutig verdndert. Bei der
subklinischen Form sind keine klinischen Verdnderungen feststellbar. So ist das
Milchsekret unverdndert, und klassische Entziindungssymptome (Rotung,
Schwellung, Schmerz, Uberwirmung) sind am Organ nicht feststellbar. Lediglich
durch eine erhohte somatische Zellzahl (SCC) werden die Tiere auffillig (DVG,
2012).

Aufgrund von tierindividuellen Unterschieden, wie Paritidt oder Milchleistung,
sowie einer unterschiedlichen Erhohung der SCC durch Erreger, ist eine eindeutige
Einteilung der Mastitisformen nur bedingt anhand der SCC moglich (SCHEPERS
et al., 1997; SCHUKKEN et al., 2003; AKERSTEDT et al., 2011). Allerdings gilt
die SCC im Vergleich zu anderen Biomarkern als zuverldssiges Mittel zur
Identifikation von Euterinfektionen (NYMAN et al., 2016). So wird die
Eutergesundheit in der landwirtschaftlichen Praxis héufig anhand der SCC
iiberwacht. Werte unter 100.000 Zellen/ml werden als physiologisch und Werte
dariiber als subklinische Mastitis gewertet (DOGGWEILER und HESS, 1983;
HAMANN und FEHLINGS, 2002; HOEDEMAKER et al., 2013). Eine chronische
Mastitis liegt vor, wenn der Wert von 200.000 Zellen/ml in drei aufeinander
folgenden Monaten {iiberschritten wird (HOEDEMAKER et al., 2013). Die
Unterscheidung zwischen akuter und chronischer Mastitis gibt Aufschluss tiber den

zeitlichen Verlauf und die Heilungschancen (RIENESL et al., 2022).

Die Mastitis ist eine Faktorenerkrankung, bei der sowohl der Erreger als auch die
Umwelt sowie der Gesundheits- und Immunstatus der Kuh das Ausmal} der
Infektion und einer moglichen Entziindung priagen. Das Erregerspektrum
beschrinkt sich dabei weitestgehend auf bakterielle Pathogene (EZZAT ALNAKIP
et al., 2014). Die derzeit haufigsten in Deutschland vorkommenden Erreger sind
Koagulase-negative Staphylokokken, S. aureus, Streptokokken (v.a. Sc. uberis, Sc.
agalactiae, Sc. dysgalactiae), Enterokokken und E. coli (DVG, 2022; BECHTOLD
et al.,, 2024). Eine geldufige Einteilung in Kuh-assoziierte (S. aureus, Sc.

agalactiae) und umweltassoziierte (Sc. uberis, E. coli) Erreger wird relevant bei der
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Verbreitung der Erreger. Erstere tibertragen sich von Tier zu Tier, beispielsweise
beim Melkprozess. Letztere sind vermehrt in der Stallumgebung zu finden (MECAJ
et al., 2023). Die eingeschrinkte Immunkompetenz, bereits wéhrend der
Trockenstehphase, stellt den bedeutendsten Risikofaktor fiir Mastitis dar
(BURTON et al., 2001; SORDILLO und MAVANGIRA, 2014; WEIKARD et al.,
2015; TREVISI und MINUTI, 2018).

Klinische Mastitiden beeintrachtigen die Milchleistung, wobei Infektionen mit
gram-negativen Erregern in der Regel eine stirkere Reduktion der Milchleistung
zur Folge haben als Infektionen mit gram-positiven Erregern (SCHUKKEN et al.,
2009). Die Gewihrleistung der Eutergesundheit ist deshalb ein essenzieller
finanzieller Faktor fiir Milchviehbetriebe. Mastitiden verursachen in Deutschland
jahrlich volkswirtschaftliche Schiaden von etwa 1,4 Milliarden Euro (DVG, 2012;
HOEDEMAKER et al., 2013).

3.1.2. Gebirmuttererkrankungen

Die postpartalen Erkrankungen der Gebdarmutter konnen entlang der Zeitintervalle
ihres Auftretens eingeteilt und beschrieben werden. Eine Nachgeburtsverhaltung
liegt vor, sobald die fetalen Membranen innerhalb von 24 Stunden p.p. nicht
abgegangen sind (LEBLANC, 2008). Die Metritis, als akute Form der
Gebiarmutterentziindung, tritt in der Regel in den ersten sieben Tagen p.p., bzw.
zehn Tagen p.p. am héufigsten auf und kann bis Tag 21 p.p. festgestellt werden
(SHELDON et al., 2006; LEBLANC, 2008). Entziindliche Erkrankungen der
Gebarmutter ab Tag 21 p.p. sind chronische Gebédrmutterentziindungen:

subklinische Endometritis, klinische Endometritis oder Pyometra.

In der Histologie und der anatomischen Pathologie sind umfassende diagnostische
Methoden verfiigbar. So konnte auf Milchviehbetrieben in den USA eine
Endometritis-Pravalenz von 53% mittels Zytologie ermittelt werden (GILBERT et
al., 2005). In der Praxis jedoch werden in der Regel nur klinisch auffillige Tiere
beprobt (CROWE et al., 2018). Demnach finden sich in der Literatur meist
niedrigere Pridvalenzangaben zwischen fiinf und 25% (SHELDON et al., 2009;
PEREZ-BAEZ et al., 2021; BARANSKI et al., 2022; MERLE et al., 2024;
SANCHEZ et al., 2024).

Einheitliche Definitionen haben SHELDON et al. (2006) geprédgt. Die puerperale

Metritis wird als eine Entziindung der Gebdrmutter mit systemischen
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Erkrankungssymptomen innerhalb der ersten 21 Tage p.p. definiert. Dabei sind oft
ein iibelriechender wéssrig-brauner Ausfluss, ein vergroBerter Uterus sowie akute
systemische Symptome zu beobachten. Sofern keine systemischen Symptome wie
Fieber oder Abgeschlagenheit vorhanden sind, spricht man von einer klinischen

Metritis.

Die klinische Endometritis tritt ab Tag 21 p.p. auf und ist geprigt von purulentem
oder mukopurulentem Ausfluss ohne systemische Symptome. Sofern sich der Eiter
im Uteruslumen ansammelt, weil die Zervix durch ein gleichzeitiges persistierendes
Corpus luteum geschlossen ist, wird dies als Pyometra definiert. Die subklinische
Endometritis tritt ebenfalls ab Tag 21 p.p. auf; jedoch sind weder klinische noch
systemische Symptome zu beobachten. Die zugrundeliegenden entziindlichen
Vorgéinge konnen lediglich durch den Anteil an polymorphkernigen Leukozyten
(PMN) in der zytologischen Untersuchung nachgewiesen werden (SHELDON et
al., 2006; SHELDON et al., 2009).

Beteiligte Erreger von Gebarmutterentziindungen sind meist bakterielle und in der
Stallumgebung vorkommende 7. pyogenes, E. coli, F. necrophorum oder
Prevotella-Spezies (SHELDON et al., 2006; WILLIAMS et al.,, 2007). Eine
bakterielle Kontamination kann unmittelbar nach der Geburt in fast jedem bovinen
Uterus nachgewiesen werden. Deshalb kommt der Unterscheidung von
Kontamination und Infektion eine besondere Bedeutung zu (SHELDON et al.,
2006). Im Verlauf des Puerperiums und der einhergehenden uterinen Involution
sind vor allem die angeborenen Immunmechanismen (vgl. 11.3.2.2.) fiir die

Entstehung oder die Verhinderung von (Endo-)Metritiden entscheidend.

Trotz der zeitlichen Abgrenzungen zwischen den Erkrankungen kénnen diese nicht
immer getrennt betrachtet werden, denn sie beeinflussen sich gegenseitig. So stellt
die Nachgeburtsverhaltung eines der groflten Risikofaktoren fiir die Metritis dar
(LEBLANC, 2008). Allgemein wird davon ausgegangen, dass eine
Nachgeburtsverhaltung immer zu einer Entziindung und damit einer akuten Metritis
fiihrt (GRUNERT, 1996). Nachgeburtsverhaltung und (Endo-)Metritis wiederum
beeinflussen die Fruchtbarkeit. So haben Kiihe mit vorangegangener
Nachgeburtsverhaltung oder (Endo-)Metritis eine geringere Wahrscheinlichkeit auf
einen Besamungserfolg. Zugrundeliegende Mechanismen dieses Carry-Over-
Eftfektes sind noch nicht vollstandig geklart (FOURICHON et al., 2000; LEBLANC
et al., 2002; POTTER et al., 2010; RIBEIRO et al., 2016; LEBLANC, 2023). Die
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geschitzten Kosten, verursacht durch Metritis, klinische Endometritis und
Pyometra, betragen zwischen 650 und 900 Millionen USD in den USA und 1,4
Milliarden Euro in Europa. Hierbei wurden die Kosten durch Unfruchtbarkeit,
Abginge, reduzierte Milchleistung und Behandlungskosten einberechnet (PEREZ-
BAEZ et al, 2021). Fir die Beurteilung der Fruchtbarkeit und den
Besamungserfolg in der Herde, wird hdufig die Non-Return-Rate herangezogen.
Sie gilt als zuverldssiger Parameter und gibt den Anteil der erfolgreichen
Befruchtung an Tag 56 (NRR56) oder 90 (NRR90) post conceptionem an
(LEBLANC, 2010).

3.2 Status des Immunsystems der Milchkuh im peripartalen Zeitraum

Erkrankungen der Transitkuh sollten nicht isoliert betrachtet werden (MULLIGAN
und DOHERTY, 2008). Ursachen kdnnen nicht nur auf den Erregerdruck oder die
vorangegangene Geburt zuriickgefiihrt werden, sondern auch und vor allem auf die
Kompetenz des Immunsystems. Sowohl Teile der angeborenen als auch der
adaptiven Immunmechanismen gelten als dysreguliert. Eine eindeutige
Abgrenzung von metabolischen und endokrinologischen Ursachen ist dabei nur
begrenzt moglich (LEAN und DEGARIS, 2015; ALERI et al., 2016). Die um die
Geburt herum vermehrt zirkulierenden  Glukokortikoide filhren zur
Beeintrachtigung der Anzahl und Funktion von Leukozyten. Dies betriftt
nachfolgend neutrophile Granulozyten und Lymphozyten (ALERI et al., 2016). So
konnte eine eingeschrinkte bakterizide Wirkung von PMN gezeigt werden
(BURTON et al., 2005). Verstarkt wird dieser Effekt durch die metabolischen
Herausforderungen der angehenden Laktation (KIMURA et al., 1999) und die
erhohten Glukokortikoidspiegel bei Hypokalzdmie (HORST und JORGENSEN,
1982; GOFF und HORST, 1997). Wihrend der Kolostrogenese wird IgG fiir das
Kolostrum und die passive Immunisierung des Kalbes bereitgestellt und steht
deshalb zu geringerem MalBe flir die Immunabwehr der Mutter zur Verfiigung
(ALERI etal., 2016). Ferner ist die mit der NEB einhergehenden Anreicherung von
NEFA im Blut assoziiert mit einer eingeschriankten Immunkompetenz (STER et al.,
2012). Diese verdanderten Mechanismen spiegeln sich in der Genexpression der
beteiligten Immunzellen wider. Durch Transkriptomanalysen von peripheren
Leukozyten konnte festgestellt werden, dass die Aktivitdt der Leukozyten in der
peripartalen Phase sogar erhoht ist (MINUTI et al., 2016). Dies deutet darauf hin,

dass es sich nicht um eine Einschrinkung der Aktivitdt und Funktion dieser Zellen
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handelt, sondern um ein dysreguliertes Immunsystem mit erhéhter Aktivitdt und

eingeschriankter Kompetenz (TREVISI und MINUTI, 2018).

3.2.1. Euterbezogene Immunmechanismen

Das Euter verfiigt liber einige lokale Abwehrmechanismen gegen Mastitiserreger.
Der Sphinktermuskel und die Keratinschicht im Zitzenkanal wirken als
physikalische Barriere (SORDILLO, 2005; VLASOVA und SAIF, 2021). In der
Fiirstenberg-Rosette befindet sich eine vermehrte Anzahl an Leukozyten. Zudem
werden antimikrobiell wirksame Stoffe wie Laktoferrin, Tranferrin, Lysozym und
Laktoperoxidase gebildet, die zusidtzlich Schutz vor allem wéhrend der Laktation

bieten (BRADLEY und GREEN, 2004; VLASOVA und SAIF, 2021).

Im Zeitraum zwischen Trockenstellen und anlaufender Laktation durchlduft das
Euter verschiedene Phasen, die mit unterschiedlicher Anfdlligkeit fiir
Infektionsgeschehen einhergehen. Unmittelbar nach dem Trockenstellen sowie
kurz vor der Geburt ist die Infektionsrate am héchsten (OLIVER und SORDILLO,
1988; BRADLEY und GREEN, 2004; PYORALA, 2008). Nach dem
Trockenstellen erhoht sich zunichst der Druck im Euter und Gewebeverdnderungen
im Rahmen der Involution werden angeregt. Wahrend dieser Phase schlief3t sich der
Zitzenkanal und es bildet sich eine Keratinschicht. Dieser Prozess und der damit
einhergehende schiitzende Effekt wird durch eine niedrigere Milchleistung vor dem
Trockenstellen begiinstigt (DINGWELL et al., 2004). Wéihrend der Kolostrogenese
bereitet sich das Euter auf die bevorstehende Laktation vor. Einige Tage vor der
Abkalbung offnet sich bereits die Barriere durch den Sphinktermuskel und die
Keratinschicht im Zitzenkanal, was zum erhohten Eindringen von Erregern fiithren
kann (BRADLEY und GREEN, 2004; PYORALA, 2008). Gegebenenfalls
applizierte antibiotische Trockensteller verlieren zudem ihre Wirkung (BRADLEY
und GREEN, 2004). Sowohl bereits vor Geburt als auch bei beginnender Laktation
konnte nachgewiesen werden, dass die Genexpression fiir die Milchprotein- und
Fettsynthese  hochreguliert und die immunassoziierte Genexpression

herunterreguliert wird (GAO et al., 2013).

Fiir die Immunantwort auf einen Infektionserreger und im Rahmen einer akuten
Mastitis ist das Zusammenspiel von PMN und IgG entscheidend (BURTON und
ERSKINE, 2003; SORDILLO, 2005). Wenn diese schnell lokal bereitgestellt

werden konnen, fiihrt IgG zur Opsonierung, also Markierung des Pathogens. Dies
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begiinstigt die Phagozytose von Bakterien durch PMN. Je mehr PMN und desto
schneller diese im Euter nach Infektion verfligbar sind, desto besser kann auf eine
Infektion reagiert werden (BURTON und ERSKINE, 2003). In diesem
Zusammenspiel haben auch Makrophagen eine entscheidende Rolle. Sie besitzen
ebenfalls die Fahigkeit zur Phagozytose. Entscheidender ist jedoch ihre Fahigkeit
zur Rekrutierung von PMN aus den Blutgefilen ins Eutergewebe und die
Milchalveolen. Wihrend um die Geburt herum Leukozyten, insbesondere PMN,
massiv in die Gebdrmutter einwandern (vgl. 11.3.2.2.), stehen weniger Leukozyten
in anderen Organsystemen zur Verfiigung, so auch im Euter (PYORALA, 2008).
Die peripartalen Funktionseinschrankungen von PMN wirken sich auch auf das
Euter und dessen Féhigkeit zur Abwehr aus, wo sie beispielsweise weniger

Reaktive Sauerstoffspezies produzieren kdnnen (MEHRZAD et al., 2002).

Es gibt bereits verschiedene Ansdtze zur Prophylaxe von Mastitiden durch die
Regulation des angeborenen Immunsystems. Hierbei ist von Relevanz, dass gram-
negative Mastitiserreger in der Regel eine stirkere und schnellere humorale
Antwort des angeborenen Immunsystems auslosen (CURONE et al., 2024).
Allerdings ist der Influx von PMN, also den zelluldren Anteilen des angeborenen
Immunsystems, in das Gewebe bei gram-negativen E. coli-Mastitiden verzogert.
Hierbei wird eine verdnderte Signaltransduktion durch TLR vermutet (DE
SCHEPPER et al., 2008). Eine verbesserte Endotoxintoleranz in den
Endothelzellen des Eutergewebes konnte sowohl durch Lipopolysacharide,
Zellwandbestandteile von gram-negativen Bakterien, als auch durch weitere
Liganden der TLR ausgeldst werden (GUNTHER et al., 2017). Die Gabe von
Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor bewirkte eine Erh6hung von Anzahl
und Funktion von PMN im Knochenmark und wirkte so der eingeschriankten
peripartalen Immunkompetenz entgegen (KEHRLI et al., 1991; ALLUWAIMI,
2004).

3.2.2. Gebirmutterbezogene Immunmechanismen

Bei Kiihen mit Nachgeburtsverhaltung, Metritis oder Endometritis konnte
nachgewiesen werden, dass eine eingeschrinkte angeborene Immunkompetenz
vorausgegangen war (HAMMON et al., 2006). Es wird deshalb davon
ausgegangen, dass bereits prapartale Immundysregulationen (mindestens zwei
Wochen vor der Geburt) hierfiir verantwortlich sind und postpartale
Gebidrmuttererkrankungen begiinstigen (LEBLANC, 2008). Dabei spielen PMN als
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zelluldrer Teil des angeborenen Immunsystems eine besondere Rolle. Eine friihe
und ausreichende Einwanderung von PMN in den Uterus ist besonders wichtig fiir
die uterine Involution und Phagozytose pathogener Erreger und kann somit
Gebarmuttererkrankungen vorbeugen (PASCOTTINI und LEBLANC, 2020).
Verschiedene humorale Faktoren wie das Zytokin Interleukin-8 sind an der
Aktivierung und Infiltration der PMN beteiligt (MACHADO und SILVA, 2020).
Dariiber hinaus konnen die wuterinen PMN wiederum Prostaglandine,
antimikrobielle Peptide und weitere Zytokine unter Beteiligung von TLR
produzieren (DAVIES et al., 2008; HEALY et al., 2014). Eine reduzierte Anzahl
und Funktion von PMN, wie sie durch das eingeschrinkte angeborene
Immunsystem peripartal hidufig vorkommt (HAMMON et al., 2006), begiinstigt
damit die Entstehung der Erkrankungen (PASCOTTINI und LEBLANC, 2020).
PMN sind bekannt fiir die inflammatorische Hochregulation, jedoch wird auch
vermutet, dass sie an der Auflosung von Entziindungen im Uterus beteiligt sind
(PASCOTTINI und LEBLANC, 2020). RIBEIRO et al. (2016) zeigten, dass eine
entziindliche uterine Situation vor der Besamung die Fruchtbarkeit beeintrachtigen
kann und begriindeten dies vor allem mit additiven negativen Effekten durch den
Stoffwechsel, Gebarmutter- und weiterer Erkrankungen. Das Zusammenspiel von
systemischen und lokalen uterinen Entziindungsprozessen ist noch nicht vollstdndig
geklart. Jedoch wird davon ausgegangen, dass die Regulation von
Entziindungsprozessen maligeblich an der Adaption bzw. Maladaption der
Transitkuh und dessen Anfilligkeit fiir uterine Erkrankungen beteiligt ist

(PASCOTTINI et al., 2022).
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Simple Summary: Prepartum vaccinations of cows are performed to boost colostral anti-
bodies available to calves in the first weeks of life. While beneficial effects of the vaccine
for calves are well known, less has been investigated on its effects on the cow during the
sensitive period around calving. There is evidence that vaccines have non-specific effects,
including altered susceptibility to infectious diseases other than the targeted pathogens
and involve the innate immune response of the vaccinated animal. Therefore, this study
analyzed data from 73,378 cows on 20 farms in Germany to evaluate the effects of prepar-
tum vaccination against neonatal calf diarrhea on mastitis, somatic cell count, and milk
production. The results demonstrated that herd management had the highest influence,
while prepartum vaccination had no significant impact on mammary health and milk yield.
These findings suggest that prepartum vaccination does not compromise mammary health
or milk productivity. Further research is recommended to explore non-specific vaccine
effects on other organ systems, diseases, and production metrics in dairy cows.

Abstract: Prepartum vaccinations against neonatal calf diarrhea pathogens are adminis-
tered in late pregnancy to provide passive immunity to calves through protective colostral
antibodies. Potential non-specific effects of the vaccine on maternal innate immune re-
sponses and disease susceptibility during the sensitive transition period have not been
addressed so far. In this retrospective study, data from 73,378 dairy cows on 20 farms in
Germany were analyzed, using linear mixed-effects regression, quantile regression, and
decision-tree-algorithms, to investigate the effects of prepartum vaccination on mammary
health and milk yield by comparing non-vaccinated and vaccinated transition periods.
Herd management-related factors were found to be most influential for mammary health
and milk yield. Vaccinated cows were not significantly more likely to develop mastitis
and did not have significantly different somatic cell counts and milk yields compared to
non-vaccinated cows. Healthy primiparous cows with and without vaccination had similar
energy-corrected milk yields. The study concludes that prepartum vaccination against calf
diarrhea has no significant effects on mammary health and milk yield. Further research is
recommended to investigate potential non-specific vaccine effects on other organ systems,
infectious diseases, and production metrics of the dairy cow.
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1. Introduction

Prepartum vaccinations of cows are primarily performed to protect calves from infec-
tious diseases, such as neonatal calf diarrhea (NCD), in their first weeks of life. For this
purpose, the cow is vaccinated during the last weeks of pregnancy to induce an adaptive
immune response with high levels of pathogen-specific antibodies and obtain enriched
colostrum for additional protection of the newborn calf [1-3]. Prepartum vaccination of
cows is regarded as safe and usually no adverse reactions are reported [4,5]. Adverse
reactions are known as any harmful or unintended outcomes that are directly caused
by the vaccine or its components, including hypersensitivity, fever, local swelling, and
short-term reactions such as increased levels of acute phase proteins. These reactions can
differ between live and non-live vaccines, as well as between adjuvants administered [6-8].
In contrast to the adverse effects of vaccination, which are harmful, there are vaccination-
induced effects beyond antigen-specific induction of adaptive immune responses, known
as non-specific effects (NSEs) [9]. These can be beneficial or harmful for the individual.
However, underlying mechanisms are intensely discussed [10], and possible characteristics
of live, attenuated, or killed vaccines in this regard are not fully elaborated [9]. In cattle,
it has been demonstrated that the immediate innate response to killed vaccines resulted
in an altered gene expression of circulating immune cells [11,12]. While live vaccinations
in humans are central to ongoing investigations, there is a lack of research on the NSEs
of veterinary vaccine products [9]. Progress has been made in understanding NSEs, par-
ticularly in rodents and humans [13]. The inflammatory response after active vaccination
can lead to an altered functionality of circulating immune cells. The innate response to
vaccination during pregnancy has been demonstrated in mice where the development of
the fetal immune system was modified in utero by epigenetic changes [14]. This suggests
that vaccination-induced epigenetic modification also alters the immune reactivity of the
vaccinated mother. Such vaccination-induced, innate-response-mediated effects can lead to
a status called innate immune memory, based on epigenetic modifications [15]. Such effects
have been well-studied for certain vaccines, such as the Bacille Calmette Guerin (BCG)
vaccine, which contains an avirulent Mycobacterium bovis strain [16,17]. This vaccine
resulted in a trained functional phenotype (trained immunity) of circulating myeloid cells
in calves, referring to primary stimulus-augmented innate immune responses towards a
secondary stimulation [15].

Whether contemporarily used veterinary vaccines, especially those applied to cows
in the transition period during late pregnancy, have non-specific effects or not, has not
been addressed so far. A number of studies explored variable effects of cow vaccinations
with conventional vaccines on milk yield. No effect on milk yield was reported after
vaccination with a core antigen vaccine against Gram-negative bacteria [18]. Lower milk
yields were shown after vaccination with an inactivated Coxiella burnetii vaccine [19],
whereas heifers vaccinated with a BCG vaccine showed higher milk yields [20]. How
these effects were mediated was not addressed so far and, to the best of our knowl-
edge, no study addressed the potential NSEs of prepartum vaccination against NCD
on the prevalence of postpartum mastitis and the milk yield of cows. Therefore, the
aim of this retrospective cross-sectional study was to analyze the effect of contempo-
rary prepartum vaccines on mammary health and milk yield of the periparturient cow.
It is hypothesized that the prepartum vaccination against NCD induces beneficial non-
specific effects, which allow the dysregulated immune function of the periparturient cow
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to better cope with mammary infections. These effects would be measurable through
improved mammary health outcomes and production metrics during the very sensitive
peripartum period.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population and Farm Selection

Data were obtained from test herds of the RinderAllianz (RA), a breeding organization
that supervises numerous dairy farms in Mecklenburg-Vorpommern, Saxony-Anhalt, and
Brandenburg. The service includes sperm sales, mating, insemination, cattle marketing,
milk control, and analyses. In cooperation with the RA, comprehensive data from 20 test
farms were obtained in the context of this work. At the timepoint of data collection in
June 2021, prepartum vaccination was performed on ten of the participating farms. Milk
yield was balanced, so that each group of farms contained five high yielding farms with
mean energy corrected milk yield in 305 days of lactation (ECM 305) above 11,000 kg and
five low yielding farms below 11,000 kg ECM 305. Informed consent was obtained from
all participating farms. All of these farms share a common history as former Agricultural
Production Cooperatives in former East Germany until 1989, Altogether, data of these
20 farms comprises herd records, reproduction data, milk recordings, health documentation,
and holding registers of 73,378 dairy cows of 22 herds located across all three operating
regions of the RA between January 2007 and September 2020,

2.2. On-Farm Data Collection

Bach farm was visited on-site to collect contextual information and conduct an in-depth
survey. The survey comprised information on vaccination history, dry-off management,
housing systems, health management, monitoring during calving, milking and colostrum
management, hygiene and feeding management. On-site visits took place between October
2021 and August 2022 with the herd managers. Depending on the size, infrastructure of
the farms, and distribution of tasks between workers, responsible persons were consulted,
if necessary. The questionnaire was always filled out by the same surveyor in order to
ensure conformity of documentation. One farm was surveyed online due to pandemic
precaution-measures while all others were visited on-site, allowing a deeper understanding
of the conditions of the location. Participating farmers were very cooperative and, with no
exception, showed the surveyors around all relevant areas of the facility, the housing of
dairy cows in all stages of the production cycle—calves, heifers, dry cows, fresh and late-
lactating cows-, milking installation, and the calving area, which was especially inspected
carefully. Apart from data collection, the purpose of the visits ensured that at least no
obvious problems in management and hygiene are apparent on the respective farms.
Furthermore, the local regularly visiting veterinarians were consulted to better estimate
herd management. Depending on time availability, some farm visits were attended in-
person by the veterinarians, in other cases, they were consulted by phone, and in all cases,
the reliability of health management was confirmed.

2.3. Data Pre-Processing

Step-by-step data were joined and cleaned according to the needs of the study using
the software R version 4.3.1 and R Studio (Figure 1). Herd record data were inspected for
inconsistencies before being converted into a format where each observation corresponds to
one lactation, whereby chronological adaptions were made. Events during the dry period
are assigned to the subsequent lactation, in order to tailor the database to the transition
period of the cow. Reproduction data of 148,268 lactations, milk yields, and components
from 1,561,273 recordings and 1,298,703 diagnoses from health documentation were added.
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added datasets:
- reproduction data
- milk recordings
- health documentation
- on-site survey data
- holding register

Moreover, on-site survey data were manually transferred from paper-based forms filled out
on-site into ExcelTM-sheets and further integrated into the final database. Observations
were excluded when on-site data or health documentation were not available. Information
on vaccination management on each farm was assigned to the vaccination status on an
individual cow basis and transition period. All observations with other vaccinations
other than prepartum vaccination against neonatal calf diarrhea were excluded to reduce
interaction with other vaccines. When a farm changed its vaccination management or did
not vaccinate for a distinct time period, a buffer of one month (15 days prior to and 15 days
after the date of change) was created, thus risk of false entries is minimized. Here, farm-
specific time of vaccination was paid attention to in order to correctly assign vaccination
periods and calving dates.

excluded, if:
- on-site data not available
- health documentation not available

herd record data - changes in vaccination management
cows: n = 73,378 - use of further vaccinations
lactations: n = 284,045 - calving dates not compatible
herds: n = 22
excluded, if:
— - multiparous

- diagnosed mastitis
- somatic cell count > 100,000
- diagnosed retained placenta

cows: n = 53,370
transition periods: n = 120,394

herds: n = 21 - diagnosed metritis
* - risk of ketosis
- herd not or continuously vaccinated
dataset 2 - >12 months before and after change in vaccination management

cows: n = 1002
transition periods: n = 1002
herds: n = 4

Figure 1. Simplified flow diagram of the studies’ data pre-processing.

Originally 73,378 dairy cows in 22 herds across 20 farms were provided for this study,
of which 53,370 dairy cows in 21 herds across 19 farms could be further included for
analysis after matching herd records with health documentation, reproduction data, milk
records, and the on-site survey. This first dataset consisted of 120,394 transition periods
in total. The second and smaller dataset 2 represents a subset of dataset 1, containing
1002 transition periods from 1002 primiparous, utmost healthy cows from four alternately
vaccinated herds. Dataset 2 allows analyses on rather ideal conditions while presuming that
health and immunological status of primiparous cows differ from multiparous cows [21,22].
Furthermore, it was intended to reduce the influences of pathologic processes by excluding
diseased cows. Regarding mammary health, cows diagnosed with mastitis were excluded,
taking into account that mastitis can lead to lower milk yields [23]. As a somatic cell count
(SCC) below 100,000 cells is considered physiological [24,25], lactations were only included
when SCC of the first test day of milk recordings were below this threshold. Risk of ketosis
and diagnosis of retained placenta and metritis were also eliminated from dataset 2. In
alternately vaccinated herds, a timeframe of twelve months before and twelve months after
change in vaccination management (from vaccination to non-vaccination or vice versa)
was isolated. By this means, the comparison of vaccinated and non-vaccinated transition
periods was less influenced by calving year.

2.4. Description of Vaccination Related Parameters

A supplementary table provides an overview of response and independent variables,
definitions, composition, and values (Table S2). Three vaccines were used:
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o Bovilis® Rotavec® Corona (Intervet Deutschland GmbH, Unterschleissheim, Ger-
many) (RC): 1 = 27,769, containing inactivated bovine rotavirus (serotype Gé6 P5),
inactivated bovine coronavirus (strain Mebus), E. coli (K99 Antigen), mineral oil, and
aluminum hydroxide.

. Scourguard® 3 (Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Germany) (5G): n = 8352, contain-
ing live attenuated bovine rotavirus (strain Lincoln), live attenuated bovine coron-
avirus (strain Hansen), inactivated E. coli (K99 Antigen), Alhydrogel.

. Bovigen® Scour (Forte Healthcare Ltd, Dublin, Ireland) (BS): n = 8004, containing
inactivated bovine rotavirus (serotype G6 P1), inactivated bovine coronavirus (strain
C-197), L. coli (K99 Antigen), Montanide [SA 206 VG,

RC and BSare applicated once and SG is applicated twice, whereby the date of the first
application was considered the time of vaccination. In 18,453 cases, the vaccine product
could not be associated (not specified). On the basis of the used vaccine products, the
variable adjuvant was designed grouping animals in those vaccinated with alum (RC, SG)
or montanide-containing (BS) vaccines.

2.5. Description of Mammary Health and Milk Yield Parameters

Each two response variables were elaborated to represent milk performance and
mammary health: ECM 305 defines the energy corrected milk yield in 305 days of lactation
and ECM FTD on the first test day of milk recording. For this, the milk recording parameters
were consulted to calculate as follows [26]:

0.38 x fat(%) +0.21 x protein(%) + 1.05

3.28 M

ECM = milk yield (kg) <

To approach an adequate representation of the mammary health status of the cows,
parameters of different origins were consulted. Farm health documentation was trans-
formed into the binary variable mastitis indicating the prevalence of mastitis diagnoses of
each cow when the diagnosis mastitis was registered at least once within the time period
of 10 days p.p. The analysis was completed with SCC as a further stringent variable, less
influenced by personnel or documentation. It is defined as the somatic cell count on the
first day of milk recording and was logarithmically transformed to stabilize variance. SCC
is seen as a good parameter to identify intramammary infections [27] and is considered
physiological below 100,000 [24,25]. The farms conducted milk recordings once a month.
Thus, the first test day of milk recordings and therefore Days in Milk (DIM) at the time of
data collection of the variables ECM FTD and SCC differs across the observations, resulting
in limitations for these variables as they represent only one single point of time during
the first weeks of lactation where the milk yield and cell count vary. The mean DIM was
considered between the groups investigated, ascertaining comparability.

Eligible influencing variables were defined, firstly the above-mentioned vaccination-
related variables, and further, farm management and cow-related variables. Management-
related variables encompass the following variables: The herd itself representing the
general farm management. Calving year denotes the year when cows calved, potentially
impacting health due to environmental or management changes. The variables herd and
calving year might not be understood in isolation but rather in combination. Although
e.g., climate or pathogen diversity might vary between the years, the fluctuations of the
years are probably more subject to farm management than the year itself. For this reason,
they were consequently combined as random effects in the statistical models. Herd Size
indicates the annual total number of cows in the herd, potentially influencing disease
spread and herd dynamics. The variable was transformed from numeric to character type
by segmenting the categories into small, medium and large sections with the binning-
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function of the dlookr-package. The quantile method was employed to determine break
points, ensuring an equitable distribution of farm sizes across the derived categories. Herd
replacement rate of the previous year, affecting overall herd health and productivity in
the respective vear, was calculated as percentage of the number of primiparous calvings,
compared to the number of secondi- or multiparous calvings. Access to pasture reflects
the availability and quality of grazing areas during the dry period, impacting especially
the exercise level of the cow during calving and lactation. Flooring refers to the type of
flooring within the barn during the transition period, impacting cow comfort and hoof
health with the two categories deeplitter or slatted floor. Score of hygiene indicates the
cleanliness level of the cows and density of possible pathogens. A score between 1 and
4 was documented on the date of on-site survey [28]. Calving box describes the two
options of calving in a group or in an individual box, influencing behavioral dynamics
around calving. When calving in individual boxes, pen change was conducted during
transition period, which can affect the cows’ metabolism in combination with prepartum
vaccination [29]. Milking Frequency defines how often cows are milked daily, affecting
mammary health. Here, robot-milked cows could not be traced for this variable. Moreover,
Type of dry-off describes the method used when cows are dried off from milking, impacting
mammary gland health by using or not using antibiotic dry-cow therapy. Additionally,
supplements such as Energy Supplements, Calcium Supplements, Vitamin D3 Supplements, and
further Vitamin and Trace Element Supplements and Monensin given shortly before, during,
or shortly after calving were provided, possibly impacting nutritional and immune status.
The following aspects were assigned to cow related variables: Cows were categorized
as primi-, secondi-, or multiparous in the variable parity. Length of the dry pericd was
provided partly in weeks during the on-site survey and calculated in days and can therefore
deviate slightly. The first lactation age was calculated as the difference between calving
date of first calving and the cows’ birthdate, providing the following categories: low first
lactation age therefore is less than or equal to 700 days, medium between 701 and 750 days,
and high more than 750 days, taking into consideration that milk yield and ingredients
can differ between these groups [30]. The four calving seasons enable us to investigate
potential seasonal variations in dairy cow health, while spring is defined as calving date
between March and May, summer between June and August, autumn between September
and November, and winter between December and February. This variable not only refers
to the calving itself, but also allows us to explore whether specific health events were more
prevalent during certain times of the year. Finally, risk of ketosis provides a conclusion
on the ketotic metabolic status, determined by the milk components on the first day of
milk recording. Ketotic risk was assumed if the fat-protein-ratio exceeds 1.4 and the lower
limits of protein content are undercut or upper limits of fat content are passed. Limits were
calculated according to Glatz-Hoppe et al. [31]. Assessing the risk of ketosis in this critical
period was aimed at predicting and mitigating potential metabolic disruptions affecting the
cows’ health.

2.6. Statistical Analyses

The software R version 4.3.1 and R Studio were used for statistical analyses [32].
Descriptive analysis of dataset 1 for the categories transition periods without vaccination
during the dry period (NON VACC) and transition periods with prior vaccination (VACC)
was undertaken. All eligible variables were examined for any possible influence on the
response variables mastitis, SCC, ECM FTD, and ECM 305 in univariable analysis. The
variables in question were further checked for missing value patterns. Generalized mixed-
effects models were executed using the Ime4- package. The variables herd and calving year
were considered as nested random effects. Given the nested structure of the data involving
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herds and calving years, different combinations of random effects in mixed-effects models
were assessed to determine the most suitable formulation based on Akaike’s Information
Criterion. The p-value threshold was adjusted in accordance with Goods” recommendations
for large number of observations [33]. By applying the function

0.05

f ==,

100

the p-value of each model outcome could be evaluated, resulting in significance thresholds
between 0.0158 for dataset 1 and 0.0014 for dataset 2. All variables that were signifi-
cant in the univariable generalized mixed-effects regression of the response variables
mastitis and SCC, according to Goods” p-value threshold, were further included in the
subsequent multivariable analysis. When preparing the multivariable analysis for the
response variables ECM FTD and ECM 305, it soon became clear that variables other than
the vaccination-related parameters overlapped with the results. Furthermore, missing
value patterns foreclosed multivariable analysis. Therefore, dataset 2, a subset of dataset
1, was elaborated, reducing influencing variables. The available disease-associated vari-
ables, mastitis, SCC above 100,000, retained placenta, metritis, and ketotic risk were used
to exclude diseased cows, as these are known influencing factors on milk yield [34,35].
Parity, another known influencing variable on milk yield and the periparturient cow’s
immune system [22,36,37] proved to be significant in the univariable analysis of the present
study. Thus, parity was reduced to primiparous cows. Furthermore, the pairing of VACC
and NON VACC on four alternately vaccinating farms was conducted to further control
confounding effects. In addition, only data in the period of twelve months before and
after change in vaccination management was selected to minimize the influence of calv-
ing vear. With dataset 2, containing primiparous, utmost healthy cows from alternately
vaccinated herds, univariable and multivariable analysis was carried out. Quantile regres-
sion was conducted to model the relationship between predictor variables and median
of the response variable. Additional broadening of the analysis with the random forest-
algorithm [38] was conducted in order to obtain a ranking of importance of influencing
variables for mastitis and SCC, including herd and calving year, previously inserted as
random effects.

3. Results
3.1. Descriptive Summary: Vaccination Management in Participating Herds and Key Figures

Dataset 1, consisting of 120,394 transition periods could be divided into 57,166 NON
VACC and 63,228 VACC. These transition periods were distributed across non-vaccinated,
continuously vaccinated, and alternately vaccinated herd (Table 1).

Despite retrospectively adapting the groups according to the specification of vacci-
nation periods through on-farm data collection, NON VACC and VACC are comparable
in mammary health and milk yield parameters (Table 2). The overall mastitis prevalence
was 6.2% (VACC 6.6%, NON VACC 5.8%). Overall median SCC was 69,000 (VACC 73,000;
NON VACC 65,000). In VACC cows, the median ECM FTD was 37 kg and ECM 305 was
9739 kg, compared to 36 kg ECM FTD and 9597 kg ECM 305 in NON VACC cows. The
overall median ECM FTD was 37 kg, ECM 305 was 9674 kg. Dataset 2 represents a subset of
dataset 1, containing 1002 transition periods from 1002 primiparous, utmost healthy cows
in four alternately vaccinated herds, thereof 525 NON VACC and 477 VACC. In dataset
2, the overall median SCC is 49,000 (VACC 50,000; NON VACC 47,000), ECM 305 8748 kg
(VACC 8797 kg; NON VACC 8696 kg), and ECM FTD 29.9 kg (VACC 30; NON VACC 29.8).
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Table 1. Numbers of transition periods in individual herds with different vaccination management.

Dataset 1
NON VACC? VACCP
(n =57,166) (n = 63,228)
Non-vaccinated herds ©
la 8791 0
1b 4459 0
lc 1902 0
1d 3531 0
le 821 0
1f 636 0
1g 3231 0
1h 5476 0
Continucusly vaccinated herds 4
2a 0 1305
b 0 2387
2c 0 8093
2d 0 7429
2e 0 18,453
Alternately vaccinated herds ©

3a 1744 1545
3b 3128 5807
3c 4137 227
3d 969 6885
3e 1478 327
3f 9182 5555
3g 5847 4007
3h 1834 1208

Dataset 2

NON VACC? VACCP
(n=525) (n=477)
Alternately vaccinated herds ©

3a 159 109
3d 137 142
3f 141 141
3g 88 85

# no vaccination during the dry period; b vaccination between 2.5 and 8 weeks before expected calving date;
© herds without vaccinations within the dry period; @ herds with continuous prepartum vaccinations; © herds with
prepartum vaccinations of parts of the herd or during defined time petiods of time.

Table 2. Descriptive summary—mammary health and milk yield in herds with different prepartum

vaccination statuses.

Dataset 1
Prepartum Vaccination Status
Overall NON VACC® VACCP
(n=120,394) (n=57,166) (n = 63,228)
Mastitis, % 6.2% 5.8% 6.6%
SCC ¢, median (IQR 9) 69 (34-184) 65 (32-174) 73 (36-196)
Unknown 27,339 10,136 17,708
ECM 305 ¢, median (IQR 4) 9674 (7884-11,236) 9597 (7851-11,352) 9739 (7914-11,161)
Unknown 5431 2648 2783
ECM FTD £, median (IQR 4) 37 (30-44) 36 (29-44) 37 (30-44)
Unknown 27,339 10,136 17,708
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Table 2. Cont.

Dataset 2
Prepartum Vaccination Status
Overall NON VACC? VACCP
(rn =1002) (e = 525) (n=477)
SCC ¢, median (IQR 9) 49 (32-69) 47 (29-68) 50 (34-69)
ECM 305 ¢, median (IQR 4) 8748 (7351-9911) 8696 (7190-9833) 8797 (7506-10,004)
ECM FTD f, median QR 9) 29.9 (26.6-33.3) 29.8 (26.9-33.2) 30.0(26.4-33.5)

# no vaccination during the dry period; b yaccination between 2.5 and 8 weeks before expected calving date;
¢ somatic cell count on the first day of milk recording (in thousand); ¢ interquartile range; ¢ Energy corrected milk
yield in 305 days lactation in kg;  Energy corrected milk yield on the first day of milk recording in kg.

3.2. Prepartum Vaccination Was Not Significantly Associnted with Mammary Health Parameters

To identify significant influencing parameters for the response variables mastitis and
SCC, univariable mixed-effects logistic regression was performed, taking into account
the available meaningful variables. In both analyses, the likewise significant variables,
herd and calving year, were applied as random effects in a nested structure. Mastitis was
significantly associated with parity, calving season, and access to pasture. For the SCC,
the variables parity, calving season, flooring, and farm size emerged as significant. All of
these significant variables were further included for multivariable mixed-effects regression
to investigate the influence of prepartum vaccination on mastitis and SCC. Multivariable
analyses revealed that prepartum vaccination had no significant influence on both mastitis
prevalence (Table 3) and SCC (Table 4).

Table 3. Association between prepartum vaccination status and mastitis prevalence in multivariable
linear mixed-effects logistic regression.

Variables ORrR*? 95% CIP p-Value ©
Prepartum vaccination status
VACC 4/NON VACC ® 0.99 0.86, 1.14 0.869
Parity
secondiparous/primiparous 0.73 0.66, 0.80 <0.001
multiparous/ primiparous 1.30 1.20, 1.40 <0.001
multiparous/secondiparous 1.78 1.64,1.94 <0.001
Access to pasture |
yes/no 1.85 161,212 <0.001
Calving season
swmmer /spring 132 121, 1.44 <0.001
autumn/spring 1.00 091, 1.10 >0.999
autumn/ summer 0.76 0.70, 0.83 <0.001
winter/spring 0.96 0.87, 1.06 0,681
winter/summer 0.73 0.67,0.79 <0.001
winter /autumn 0.96 0.87,1.05 0577

? odds ratio for pairwise contrasts; b confidence interval; © significant effects are marked in bold-threshold: 0.0014;
d yaccination between 2.5 and 8 weeks before expected calving date; ® no vaccination during the dry period;
f access to pasture during dry period; herd and calving year were applied as random effects.

Table 4. Prepartum vaccination status and sornatic cell count # in multivariable linear mixed-effects regression.

Model Estimates 95% CI P p-Value ©
Prepartum vaccination status
VACC 4-NON VACC © —0.06 —0.12,0.00 0.036
Parity
secondiparous—-primiparous —0.18 —0.22, —0.15 <0.001
multiparous-primiparous 0.23 0.20,0.26 <0.001
multiparous-secondiparous 0.41 0.38, 0.44 <0.001
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Model Estimates 95% C1 ° p-Value ©
Flooring
deeplitter—slatted floor 0.16 0.11,0.21 <0.001
Herdsize f
small-medium —0.20 —0.40, —0.00 0.050
large-medium —0.31 —0.52, —0.10 0.001
large-small —0.11 —0.36,0.14 0.551
Calving season 8
summer-spring 0.15 0.11,0.19 <0.001
autumn-spring —0.01 —0.05, 0.03 0.971
autumn-summer —0.16 —0.19, —0.12 <0.001
winter-spring —0.03 —0.07,0.01 0171
winter—-summer —0.18 —0.22, —0.14 <0.001
winter-autumn —0.02 —0.06, 0.01 0.33%

2 somatic cell count was logarithmically transformed;  confidence interval; © significant effects are marked
in bold-threshold: 0.0014; ¢ prepartum vaccination duting the dry period; & no vaccination during the dry

period; f annual total number of cows in herd, segmented into categories small [184, 9871, medium [890, 1275],
and large [1276, 2625]; & spring (Match-May), summet (June-August), autumn (September-Novembet), wintet
(December-February); herd and calving year were applied as random effects.

3.3. Prepartuan Vaccination Was Not Significantly with Milk Yield in Healthy Primiparous Cows

Univariable linear mixed-effects models showed higher ECM FTD and ECM 305 in
VACC, compared to NON VACC (Table S1). Multivariable analysis was not possible with
the same dataset due to missing values resulting from the initial joint of herd and milk
records. As a solution, dataset 2 was created to reduce the number of missing values
and control confounding variables. Here, available disease-associated variables, such as
mastitis, SCC above 100,000, retained placenta, metritis, and kefotic risk were used to exclude
diseased cows. Further, only four herds that were vaccinated alternately were taken
into account to allow for a comparison between VACC and NON VACC cows in more
identical environments. Additionally, the data were limited to the time period of twelve
months before and after change in vaccination management. With primiparous, utmost
healthy cows from alternately vaccinated herds, univariable and multivariable analysis was
performed. No significant influence of prepartum vaccination on milk yield parameters
could be confirmed in these more ideal conditions, neither in uni- nor in multivariable
models. However, the variable replacement rate remained significant for ECM 305 and ECM
FTD, as well as the rest period for ECM 305 (Table 5).

Table 5. Prepartum vaccination status and energy corrected milk yield in multivariable linear
mixed-effects logistic regression.

ECM 3052 ECMFTD®
E:l;\t/[i;)'lietles 95% CI ¢ p-Value 4 E};\t/[if'l:iaetles 95% CI ¢ p-Value 4
Prepartum vaccination status
VACC &-NON VACC f 5.0 —224,234 0.966 —042 —0.99,0.15 0.148
Replacement rate —65 —88, —42 <0.001 —0.15 —0.21, —0.09 <0.001
Rest period & 14 8.3, 21 <0.001

? energy corrected milk yield in 305 days of lactation; P energy corrected milk yield on first day of milk recordings;
¢ confidence interval; ¢ significant effects are marked in bold-threshold: 0.0158; ® prepartum vaccination during
the dry period; ! no vaccination during the dry period; & rest period was only applied for response variable ECM
305 due to temporal overlap with ECM FTD; herd was applied as random effect.
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A) Mastitis
0 10 20

Quantile regression models for four individual herds clarified that other factors,
such as herd itself, have a higher influence on milk yield parameters than the prepartum
vaccination status in healthy primiparous cows (Figure 2).

prepartal vaccination status o~ NON VACC -~ VACC

X
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herd
Figure 2. Median energy corrected milk yield in 305 days of lactation (ECM 305) of four herds (Table 1:
3a, 3d, 31, 3g), comparing prepartum vaccinated (VACC) and non-vaccinated (NON VACC) cows in
quantile regression. The error bars display 95% confidence intervals.

3.4. Herd Management Related Factors Were Most Relevant for Mammary Health

In order to broaden the analysis for the mammary health parameters mastitis and SCC,
random forest-analysis was performed. With this machine-learning algorithm, influencing
variables were ranked by importance, allowing for the comparison between all variables,
including herd and calving year, which were applied as random effects in previous analyses
of the study. Findings suggest that herd management-related parameters are the most
relevant influencing factors for both response variables, either directly as herd or indirectly
as calving year and farmsize. Parity proved to be among the top three influencing variables.
Prepartum vaccination status, however, takes the last or second last place in this ranking
(Figure 3).

B) Somatic cell count
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Figure 3. Ranking of importance of influencing variables on (A) mastitis prevalence and (B) somatic
cell count by a random forest model. The importance of the predicted variable is represented by
the mean decrease in impurity, which is the reduction in uncertainty in the model. Importance is
associated with the ability to predict the response variable.
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4. Discussion

The high incidence of postpartum infectious diseases of the cow poses challenges for
the current dairy industry. During the transition period, defined as three weeks before until
three weeks after parturition [39,40], the dairy cow’s health is challenged and typical disease
symptoms accurmulate. Mastitis, metritis, ketosis, digestive disorders, and laminitis have
their highest incidences during early lactation [4143]. The mammary gland is particularly
susceptible to pathogens during colostrogenesis [44]. Mammary disorders negatively affect
animal welfare, milk yield, and the financial situation of the dairy farm, especially in early
lactation [23]. Reasons for mammary disorders may originate from a poorly regulated,
dysregulated, or suppressed immune system [11,45,46]. Therefore, ways are needed to
modulate the immune system of the transition cow to cope better with infectious pathogens.
An attractive possibility could be a vaccine-induced modulation of the immune system. The
vaccination-induced mediator release after an initial activation of innate immune processes
may have mid- or long-term effects on subsequent immune mechanisms depending on
the duration of mediator-mediated epigenetic modifications in various cell types [15].
Although vaccine-mediated epigenetic alterations were reported for distinct vaccines, it
remains unknown whether contemporarily used prepartum vaccinations against NCD are
able to induce such NSEs in cows.

In this context, it was investigated whether the prepartum vaccination against NCD
of pregnant cows has an impact on the prevalence of mastitis, the somatic cell count, and
the short- and long-term milk production post-partum (p.p.). In univariable analysis, no
significant associations between prepartum vaccination and mammary health could be
found, but higher ECM FTD and ECM 305 in VACC was observed. However, multivariable
analysis clearly showed that prepartum vaccination had no effect, neither on the mastitis
prevalence (Table 3), the SCC (Table 4), nor the milk yield (Table 5). These findings mirror,
in part, those of Scott et al. [18], who found no effect on milk yield after vaccination with
a core antigen vaccine against Gram-negative bacteria, although it contained a dedicated
immune-enhancing/-modulating adjuvant (ENDOVAC-Dairy® with Immune Plus, En-
dovac Animal Health, Columbia, USA). Qur findings argue against a non-specific effect of
prepartum cow vaccination with the NCD vaccines applicated. Such non-specific effects
were reported by others after vaccination of heifers with a live-attenuated BCG-strain [20].
Vaccination with this well-characterized, non-specific effect-inducing live vaccine resulted
in higher milk yields in the first 100 days p.p. Another study reported on a farm-specific
reduction in mastitis incidence after prepartum intranasal vaccination of dairy cows with
a virus live vaccine [47]. The use of inactivated killed vaccine in dataset 2 suggests that
the attenuated strains in the NCD vaccines may not have been able to induce the same
mechanisms as the BCG vaccine or the intranasally administered modified live vaccine
against BRSV and PI3. The influence of vaccine type and adjuvant was evaluated only
in udder health analysis, where two different killed vaccines and one live vaccine with
different adjuvant combinations were applied. However, no significant effects were ob-
served. These findings are in contrast to Cortese et al. [47], where milk yield losses were
reported after vaccination with an inactivated Coxiella burnetii vaccine containing no
dedicated adjuvant [19]. Thus, the interaction of the cows with Coxiella-derived molecules
could have induced a response leading to an altered secretion or synthesis capacity of
mammary epithelial cells and strengthen the hypothesis that vaccine-induced mechanisms
can have non-specific effects in cows. The comparison of the three mentioned studies with
ours is limited as methodologies differed. In addition to different vaccine types and used
adjuvants, prepartum vaccination was only performed by Retamal et al. [20], whereas
Scott et al. [18] and Schulze et al. [19] vaccinated cows during lactation. A closer look
at statistical methods and thorough examination of multiple predictors is substantial to
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reveal possible confounding events. In the present study, methodological reduction to
univariable analysis would have resulted in higher milk yields of vaccinated cows, leading
to spurious correlation.

Through multivariable analysis, the effect of prepartum vaccination on milk yield was
more accurately determined by excluding disease-associated variables and limiting the
analysis to primiparity, which are commonly addressed variables in the analysis of herd
records from transition cows [22]. Pairing lactations by matching VACC and NON VACC
from the same herd allows for a more confident attribution of the differences between the
groups to the actual exposure. Quantile regression provided insight into the interactions
with other predictors. Here, the difference in milk yield between the herds was higher
than between VACC and NON VACC. Similarly, the effect of prepartum vaccination had
opposite effects depending on the herd. The random forest machine learning-algorithms,
a model robust to multicollinearity of variables, facilitated the ranking of importance of
influencing factors. While herd and calving year were considered random effects in regression
models, random forest-analysis makes them comparable with other influencing variables.
This study concludes that there were no significant effects of prepartum vaccination on
milk yield. In the study of Retamal et al. [20]—according to the author’s assessment—these
other influencing factors cannot be ruled out, as rather simple analysis was performed on
milk yield variables with contingency tables and the Wilcoxon-Mann-Whitney test. In
Schulze et al. [19] and Scott et al. [18], similar statistical methodologies as in the present
study were applied with linear mixed-effects models. Multiple influencing variables were
considered; therefore, results are statistically more comparable to Schulze et al. [19] and
Scott et al. [18] but still limited, according to the different study designs. Generalized linear
mixed models have proven to be a good and flexible method, especially for transition cow
analysis [22].

A large number of observations lay the foundation for statistical power, enhances the
precision of analysis, and enables thorough investigation of subgroups and variables to
control confounders. Simultaneously, large datasets entail several challenges. While even
small effects can be discovered, the probability of type [ errors and therefore false positive
significant effects is increased. For this reason, the p-value threshold was adjusted in
accordance with Goods’ [33] recommendations, resulting in higher hurdles of significance.
Herd records and their retrospective nature, especially diagnostic data, bear the potential
for documentation variability. On all farms, health management is conducted in close
collaboration with the attendant veterinarians, diagnostics of acute diseased animals are
performed by veterinarians, but identification of frequently occurring diseases, such as
mastitis, is usually subject to standard operating procedures of the farm and subsequently
documented by managing or milking staff. Therefore, misclassification and differences
in documentation between the farms, and, respectively, herds, cannot be ruled out and
might compromise accuracy and consistency. Hence, there is a risk that, for instance,
high numbers in mastitis documentation on a farm do not inevitably represent actual
high occurrence of mastitis but originate in precise documentation of e.g., subclinical
mastitis. Precise documentation might lead to false high diagnostic frequency, whereas not
recognized diseases due to farm management or inconsistent health documentation might
lead to false low incidences. The discussion also considered whether the overall quality of
farm management influenced the decision to vaccinate cows. It is unclear which direction
this potential bias may take. On one hand, farms with excellent health management and
superior animal health status may choose to vaccinate cows as a precautionary measure.
On the other hand, farms with poorer health management may vaccinate cows to address
the animals” poor health status.
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Recognizing these possible variances across herds and risks of biased data as limita-
tions of this study, comprehensive data pre-processing and validation procedures were
implemented. First, to gain a deeper understanding of the data and verify the comparability
of herds, on-site farm visits were conducted. These visits were usually accompanied by
the local veterinarians who could provide an assessment of herd management over the
past years and therefore beyond the time of the onsite-survey. It is noteworthy that all
included farms share a common history as former Agricultural Production Cooperatives in
the German Democratic Republic until 1989, making them more comparable than other
farms in Germany but not entirely eliminating heterogeneity in management practices.
Secondly, an exploratory analysis of herd management-related variables was conducted for
each herd using contingency tables to better differentiate between systematic and random
errors. Thirdly, the diagnostic documentation for each herd across years and months was
examined, comparing different diagnostic results with overall patterns to understand and
interpret the trends in health documentation and anticipate documentation variability.
However, the retrospective nature of the data and the reliance on farm-level documentation
practices remain limitations that could affect accuracy. On some of the farms, more detailed
diagnostic data are available with subordinate terms, such as the subdivision of mastitis
into forms of inflammation or pathogen etiology. It was agreed upon the utilization of the
generic term mastitis as the least common denominator of diagnostic health documenta-
tion across all herds. After excluding inconsistent time pericds (e.g., initial phase/first
year of health documentation in a herd, allowing time for familiarization), diagnostic
health documentation of mastitis was assessed reliable for analysis. Findings of overall
exploratory analysis suggest that the variables lierd and caleing year inherit high influence
on mastitis and other variables, consequently these were included as random effects in the
subsequent linear mixed-effects regression. Nevertheless, the potential for unmeasured
confounders cannot be completely ruled out. Additional to mastitis, further robust and
objective variables, which are less susceptible to variations in documentation, were incor-
porated. Originating from automated milk testing, SCC and milk yield parameters are
hardly affected by humans. Thus, the authors regard such variables as more robust than
mastitis. Given that milk recordings occur at monthly intervals on the respective farms,
the variability in DIM among data points raises concerns about the comparability of the
groups. To address this issue, the average milk performance was investigated in relation
to the average DIM on the day of milk testing. Our findings suggest that the observed
increase in average milk performance does not exceed the contrast estimates obtained
through univariable analysis. As a result, it was concluded that the differing timing of data
collection did not significantly impact the results. Despite these measures, the retrospective
nature and inherent variability of the dataset introduce some limitations to the study’s
explanatory power. Moreover, the scope of the study was limited to three specific vaccine
products and to the mammary gland, which may not capture all effects of other prepartum
vaccinations or impacts on other organ systems.

The findings underline the importance of herd management-related factors. This work
provides insights from a large database in the field, particularly for the German dairy
industry. The focus is on study design and statistical methodology. Further research is
needed to explore the potential impact of vaccination on other infectious diseases, as well
as any correlations with other organ systems and production metrics

5. Conclusions

The prepartum vaccination of cows with neonatal calf diarrhea using three different
commercial products did not affect milk production, somatic cell count, and the incidence
of mastitis. Thus, this study does not provide significant evidence for NSE of prepartum



II. Publikation 32

Animals 2025, 15,203 150f17

maternal vaccination against NCD for cow mammary health and milk yield parameters. It
remains to be further elaborated whether vaccination ingredients, such as live or attenuated
vaccines, as well as adjuvants, play a role in NSEs.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mndpl.com /article/10.3390 /ani15020203 /s1, Table S1: Prepartum vaccination status and energy
corrected milk yield in univariable linear mixed-effects logistic regression; Table S2: Composition,
definition and source of response and independent variables, applied in the study; File S1: survey

(English translation).
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Abstract

Vaccination of the dam prior to parturition against newborn calf diarrhea (NCD)
induces an antigen-specific adaptive immune response in dairy cows, which
protects the calf during the first weeks of life via the colostrum. There is evidence
that the vaccination-induced immune responses in the mother can also affect the
susceptibility towards other stressors. These non-specific effects (NSE) of
vaccinations can be related to both adaptive and innate immune mechanisms.
Recent studies have identified both beneficial and adverse NSE of live vaccines and
adverse NSE of non-live vaccines in humans and cattle, with the timing of
vaccination also proving to be a significant factor. In dairy cows, the immune
mechanisms that operate around calving play a pivotal role in determining
postpartum uterine health and fertility. The question of whether prepartum
vaccination against NCD affects the prevalence of postpartum uterine diseases and

subsequent fertility has not been addressed so far.

In a retrospective cross-sectional study, we investigated the influence of prepartum
vaccination on retained placenta, metritis, endometritis and non-return rate 56
(NNRS56) in primiparous and multiparous dairy cows. The analysis focused on the
effect of non-live versus mixed live/non-live vaccines and the timing of
vaccination. Herd record data from 73,378 dairy cows from 20 farms located in
eastern Germany, along with data collected through on-site surveys, were analyzed
using linear mixed-effects regression and random forest machine learning

algorithms.

The impact of herd management-related factors and milk yield on uterine health
and fertility was more pronounced than that of prepartum vaccination. Compared
to non-vaccinated cows, non-live vaccinated cows were 1.5-1.7 times more likely
to develop retained placenta and metritis, and 3-6 times more likely to develop
endometritis. The likelihood to be successfully inseminated was decreased by 20-
24% in the non-live vaccinated cows. Among cows, vaccinated with a non-live
vaccine, the NRR56 of cows vaccinated between 2.5 and 4 weeks prior to calving
was significantly increased by 8% compared to cows vaccinated between 6 and 8

weeks prior to calving. Significant effects of mixed vaccination with live and non-
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live components were observed only in multiparous cows, which were 1.9 times
more likely to be successfully inseminated, compared to non-live vaccinated

multiparous cows.

This study provides evidence of prepartum vaccination-induced NSE for the cow
with small effect sizes, besides the specific antibody induction to improve neonatal
calf health. Further research is required to elucidate the mechanisms of NSE in the
critical periparturient phase of the dairy cow, with particular emphasis on the

optimal timing for vaccination, the most efficacious vaccines and their components.

Introduction

Non-specific effects (NSE) of vaccination beyond an antigen-specific induction of
antibodies and effector T cells can be related to both adaptive and innate immune
mechanisms, such as heterologous T cell immunity and trained immunity [1]. The
extent and nature of NSE are intensely debated, and both beneficial and adverse
effects are reported [2]. Epidemiological studies of human vaccines have been well
elaborated [1], and evidence of NSE have been shown especially for live-attenuated
vaccines, such as Bacille Calmette-Guerin (BCG), measles, oral polio, and vaccinia
[1]. In veterinary medicine, research is still lacking, especially for non-live vaccines
[2]. Recently, the hypothesis, that that live vaccines have beneficial and non-live
vaccines have detrimental NSE [3], has been confirmed in a systematic review [4].
In cattle, NSE have been demonstrated in calves where circulating myeloid cells
displayed a trained functional phenotype after experimental BCG vaccination [5].
For non-live vaccines, an altered gene expression of circulating immune cells has

been demonstrated in cows [6, 7].

Prepartum vaccinations of cows are used to protect calves from infectious diseases
during the first weeks of life. They are considered safe for the dam [8, 9]. Although
vaccination of pregnant women during the COVID-19 pandemic in general
revealed no significant adverse effects, for the timing of vaccination remained
unclear [10]. Timing of prepartum vaccination has rarely been examined, however,
epidemiological data regarding measles and BCG vaccination of children suggest a
crucial effect of timing for NSE [11, 12]. In dairy cows, timing of prepartum
vaccination with two non-live vaccines against neonatal calf diarrhea (NCD) and

mastitis and relative to pen change and acidogenic diet has been shown to affect
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lying time, metabolic profile and immunoglobulins [13, 14]. Recently we showed
that prepartum non-live vaccination against NCD has no significant effect
mammary health and milk yield [15]. Prepartum vaccination of cows takes place
before or directly in the transition period, defined as three weeks before parturition
to three weeks after parturition [16]. Thus, timing of prepartum vaccination may be
an issue since the transition from a lactating cow to a dry cow is associated with

altered immune cell functions [17, 18].

Depending on the time when pregnant cow immune cells change their functionality
before parturition, initial innate immune responses to vaccinations may differ and
hence the induced NSE after vaccination. Fine-tuned innate immune mechanisms
are important already in the prepartum period [19] and dysregulated response
extend into the postpartum period co-determining whether uterine contamination
proceeds to recovery or to an infectious disease. The modulated immune system
during the transition period is often seen as the key for postpartum uterine infectious
diseases and subsequent fertility [20-23]. Retained placenta is defined as the failure
to pass the fetal membranes within 24 hours, the remaining membranes are usually
noticed in the first days postpartum [19]. While most metritis cases occur within
the first ten days postpartum, a cut-off date between metritis and endometritis can
be made on day 21 postpartum [24]. In the further discourse of the cows’ production
cycle, immune system and previous uterine disease co-determine if the cow was

successfully inseminated [25].

If vaccinations alter the innate immune mechanisms, uterine disease susceptibility
might also be affected. As timely discourse plays a role in the interface of innate
immune mechanisms and uterine diseases and fertility, the time of vaccination, the
timepoint of the parameter and the choice of a non-live or live vaccine could be
decisive. The aim of this retrospective cross-sectional study was to analyze the
effect of the prepartum vaccination against NCD on uterine health and fertility of

the periparturient cow.
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Materials and methods

Study population and farm selection

The breeding organization RinderAllianz (RA) obtained data from herd
management programs of 20 dairy farms. Additionally, information regarding farm
management practices was collected through an on-farm survey. Participation in
the study was entirely voluntary, and all farms were anonymized. Prior to the
initiation of the study, all farms provided written consent on farm-specific data to
be used within the framework of this study. Throughout the study, the German and
European data protection legislation was in effect. The questionnaires focused
exclusively on farm management characteristics, and no personal or identifiable
information about farmers was gathered. Consequently, the present study does not
fall under the purview of human participants research, and the involvement of an
ethics board and ethical approval was unnecessary at the time and in the country

the study was conducted.

At the time point of data consolidation in June 2021, prepartum vaccination was
performed on ten farms with each five high yielding (mean ECM 305 above
11,000kg) and five low yielding farms. The farms that were not currently
vaccinating were subsequently classified according to their respective milk yield.
Altogether, data comprises reproduction data of 148,268 lactations, milk recordings
from 1,561,273 recordings, health documentation with 1,298,703 diagnoses and
holding registers of 73,378 dairy cows of 22 herds between January 2007 and
September 2020. After matching herd records with health documentation, milk
records and the questionnaire conducted in this study, 53,370 dairy cows in 21 herds

across 19 farms could be further included for analysis.
On-farm data collection

The questionnaire comprised information on vaccination history, dry-off
management, housing system, health management, monitoring during birth,
milking and colostrum management, hygiene and feeding management
(Supplementary File 2, English translation). The local conditions and management
practices were recorded through on-site farm visits between October 2021 and

August 2022. One farm was surveyed online due to pandemic precaution-measures.
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The inspection of the facilities revealed no issues pertaining to management or
hygiene. Moreover, consultations were held with attending veterinarians, who

confirmed the efficacy of the health management practices in place.
Data cleaning process

The software R version 4.3.1 was used to join, clean and ensure consistency in the
datasets. On-site survey data were manually transferred from paper-based forms
into ExcelTM-sheets and further integrated. Chronologic tailoring was applied in
order to obtain the transition period of each cow as basis of observations. All further
information was assigned as variables on an individual cow basis. Completeness of
observations were sought by excluding those observations without available health

documentation or reproduction information.
Elaboration of vaccination related parameters

Three vaccines were used for prepartum vaccinations. RC (Bovilis® Rotavec®
Corona, Intervet, UnterschleiBheim, Germany, containing inactivated bovine
rotavirus (serotype G6 P5), inactivated bovine coronavirus (strain Mebus), E. coli
(K99 Antigen), adjuvanted with mineral oil and aluminium hydroxide; n = 27,769).
SG (Scourguard® 3, Zoetis, Berlin, Germany, containing live attenuated bovine
rotavirus (strain Lincoln), live attenuated bovine coronavirus (strain Hansen), E.coli
(K99 Antigen), adjuvanted with Alhydrogel; n = 8,352). BS (Bovigen® Scour,
Forte Healthcare, Dublin, Ireland, containing inactivated bovine rotavirus (serotype
G6 P1), inactivated bovine coronavirus (strain C-197), E. coli (K99 Antigen),
adjuvanted with Montanide ISA 206 VG; ); n=8,004). RC and BS are applicated
once and SG is applicated twice, whereby the date of the first application was
considered as time of vaccination. In 18,453 cases the vaccine product could not be
associated. All observations with other vaccinations than prepartum vaccination
against neonatal calf diarrhea were excluded. When a farm changed its vaccination
management or didn’t vaccinate for a distinct time period, the time period of one
month (15 days prior to and 15 days after the date of change) was excluded from
the dataset to minimizes the risk of false entries. The original database, containing
73,378 cows on ten vaccinating farms and ten non-vaccinating farms, was finally
adapted to 120,394 transition period of 53,370 cows on 19 farms and distributed

across non-vaccinated, continuously vaccinated and alternately vaccinated herds.
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Table S1 provides an overview of response and predictive variables, definitions,

composition, and values.
Elaboration of uterine health and fertility parameters

Uterine health parameters were elaborated by aggregating diagnoses and based on
the date of documentation. If multiple health events were documented within a time
frame, the first was considered and counted. The criteria for retained placenta was
met, when retained fetal membranes were documented until day 10 postpartum.
Pertinent uterine diagnoses until 21 days postpartum were considered as metritis.
Endometritis was defined between day 21 and 56 postpartum. Finally, retained
placenta and metritis were aggregated in the variable Retentio-metritis-complex
(RMC), as retained placenta is considered the greatest risk factor for metritis, and
conversely, retained placenta often leads to metritis [19]. Summarizing uterine
diagnoses is a common measure to improve diagnostic accuracy [26], furthermore,
the focus on temporal course of this study suggested to summarize time-overlapping

variables.

The non-return rate on day 56 (NRR56) after first insemination was selected for
response variable as a widely used fertility parameter. It is considered less biased
than other fertility parameters such as the calving interval, because it includes
primiparous and non-pregnant cows. It maintains comparability between herds,

although the proportion of pregnant cows is usually overestimated [27].

Available cow and farm management related variables were selected and examined
for influence on the response variables. Especially those, considered as well studied
risk factors of uterine diseases [19, 28], were included in the analysis. Farm size,
access to pasture, flooring, hygiene score, first lactation ages were tested as farm-
related variables. Stillbirth, parity, time dry, ketosis risk, multiples, pen change, calf
gender, calving season, ECM FTD, ECM 305 of the previous lactation, SCC, time
to first service and calving interval as parameters related to the status of the cow
and calving. Moreover, RMC and endometritis were incorporated as potential
explanatory variables for the respective outcome variables, in accordance with their
established role as significant risk factors for uterine disease and subsequent fertility

[29, 30].
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Statistical analyses

Statistical analyses were performed with R version 4.3.1 [31]. An initial descriptive
analysis was performed to provide an overview of the data structure, disease
prevalence and fertility. The Random Forest algorithm [32] was conducted in order
to obtain a ranking of the importance of the influencing variables. All eligible
variables were examined for their influence on the response variables RMC,
Endometritis and NRR56 in the univariable generalized linear mixed effects models.
Parity was one of the most significant variables, and those influencing variables
originating in the previous lactation (ECM305 and calving interval) were only
available in multiparous cows, therefore multivariable models were divided into
primiparous and multiparous. Herd and calving year were applied as random effects
in mixed-effects models and examined as predictor in Random Forest models. A
nested structure of these random effects was the most appropriate formulation based

on the evaluations with the Akaike’s information criterion. By applying the function

0.05

f) = 22133

to each model, with x=number of observations without missing values, an adapted
significance threshold was created, to reduce the risk of false discoveries (type |
error) due to high numbers of observations in the models. All variables, that were
significant according to the adapted threshold in the univariable analysis were
further included in the subsequent multivariable analysis. Manual backward
selection was performed on variables below the adapted p-value threshold after
multivariable analysis, while constantly comparing model performance. If Akaike’s

information criterion was two or more points lower, the variable was excluded.

Results

Vaccine type and time of vaccination

Out of the total 120,394 transition period in the dataset, 57,166 transition periods
were without vaccination during the dry period (NON VACC). In 63,228 transition
periods, the cows were vaccinated (VACC), hereof 35,773 with a non-live vaccine
(NON LIVE), 8,352 with a vaccine containing live and non-live components

(MIXED), and 19,103 with unknown type of vaccine (UNKNOWN). In 30,633
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transition period, the vaccination was applied between 6 and 8 weeks before
expected calving date (EARLY), in 14,169 transition period between 2.5 and 4
weeks before expected calving date (LATE) and in 18,426 transition period a
vaccination was applied, but with unknown date within the dry period (EARLY or
LATE) (Table 1).

Table 1: Numbers of transition periods by time of vaccination and type of

vaccine.
Time of prepartum vaccination
NON EARLY or
EARLY" LATE* Total
VACC? LATE!
NON VACC? 57,166 0 0 0 57,166
VACC" (N=63,228)
2
>
§ NON LIVE® 0 11,238 6,336 18,199 35,773
i
=
2 MIXED 0 519 7,833 0 8,352
=
UNKNOWN
. 0 18,876 0 227 19,103
Total 57,166 30,633 14,169 18,426 120,394

no vaccination during the dry period; Pvaccination between 6 and 8 weeks before expected calving
date; “vaccination between 2.5 and 4 weeks before expected calving date; Yvaccination between 2.5
and 8 weeks before expected calving date; “vaccination with vaccines containing only non-live
components; fvaccination with a vaccine containing live and non-live components; gvaccination

with unknown components; "vaccination with any type of vaccine during dry period.

Production metrics in vaccinated and non-vaccinated

COoOws

Among primiparous cows, the proportion of vaccinated individuals was lower
(41.3%) compared to multiparous cows (59.5%) (Table 2). Primiparous cows
showed a lower ECM 305 yield and a shorter time to first service compared to
multiparous cows. Within the primiparous group, ECM 305 yield was the same for
both non-vaccinated and vaccinated cows (8,683 liters), with a slight difference in
time to first service (73 days for non-vaccinated and 72 days for vaccinated cows).

In the multiparous group, non-vaccinated cows had a higher ECM 305 yield (10,968
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liters) compared to vaccinated cows (10,371 liters), while the time to first service

was consistent at 75 days for both vaccinated and non-vaccinated groups.

Table 2: Means of milk yield and time to first service of prepartum vaccinated

or non-vaccinated primiparous and multiparous cows.

Primiparous cows Multiparous cows
NON VACC*? VACC NON VACC*? VACC
n: 27,081 19,028 30,085 44,200
ECM 305°¢ 8,683 8,683 10,968 10,371
Time to first 73 72 75 75

service?

“no vaccination during the dry period; ®vaccination during dry period; ‘energy corrected

milk yield in 305 days of lactation (kg); %in days.

Milk yield, performance and herd management are most

relevant for uterine health and fertility

Random Forest analysis was performed with all significant predictor variables from
the univariable general linear mixed effects regression, including herd and calving
year, which were previously applied as random effects. The ranking of variable
importance showed that ECM 305 of the previous lactation, ECM FTD, herd, and
calving interval were among the most influencing variables (Fig 1). Prepartum
vaccination is among the least influential predictors. However, time and type of

vaccine appeared in all three rankings above prepartum vaccination.
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Fig 1: Ranking of importance of influencing variables on prevalence of RMC
(A), endometritis (B) and NRR56 (C) by a Random Forest model. Predicted
variable importance is represented by the mean decrease of impurity, constituted by
the reduction of uncertainty in the model. Importance is associated with the ability
of risk factors to correctly predict the response variable (the higher the importance,

the better the predictive power).

Prepartum non-live vaccination affects uterine health and

fertility

Results of multivariable models in primiparous cows (Table 3) showed that
vaccination with a non-live vaccine significantly increased the odds of RMC and
endometritis, while significantly decreased the NRR56, when comparing the NON-
LIVE group with the NON-VACC group. The odds ratio of 1.73 suggests that
individuals who received the non-live vaccine were 1.73 times more likely to
develop RMC, relative to the non-vaccinated group, after controlling for other
variables. However, despite a significant p-value, which in this study might be
mostly due to the huge sample size, according to Chen et al. (2010), the effect size
from OR = 1.73 is classified as small [34]. Primiparous cows who received the non-
live vaccine were 3.04 times more likely to develop endometritis. In turn,
primiparous cows vaccinated with a non-live vaccine were 24% less likely (OR =
0.76) to be successfully inseminated on day 56 p.i. compared to non-vaccinated
primiparous cows. Comparing the groups MIXED and NON-VACC, as well as
MIXED and NON-LIVE however showed no significant associations.

The results of the predictors indicate that cows that experienced stillbirth were 1.88
times more likely to develop RMC. Furthermore, primiparous cows with dystocia
had a 61% higher likelihood of developing RMC (OR = 1.61) and a 54% higher
likelihood of developing endometritis (OR = 1.54). Cows carrying multiples were
3.90 times more likely to develop RMC. Milk yield (ECM FTD) was associated
with a 4% reduction in the odds of developing RMC (OR = 0.96). The risk of ketosis
increased the likelihood of developing RMC by 33%. Finally, the results for calf
gender show that cows giving birth to male calves were 24% more likely to develop

RMC.
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Table 3: Multivariable models: Effects of prepartum vaccine type on uterine

health and fertility in primiparous cow.

Postpartum
time interval Day 1-21 Day 22-56 Appr. > Day 100
RMC? Endometritis® NRR 56¢
ORY(95% CI¢) p-value! OR?4(95% CI¢) p-value’ OR?4(95% CI¢) p-value'

Type of ;\
vaccine j

NON- 1.73 (1.21-2.46)  <0.001  3.04 (1.86-4.96) <0.001 0.76 (0.65-0.88)  <0.001
ILIVE¢/NON-
VACCh

MIXED' / 1.17 (0.34-4.05) 0.955 0.14 (0.01-2.06)  0.203 0.97 (0.65-1.46)  0.988
INON-VACCh

MIXED!/NON-  0.67 (0.20-2.28) 0.729 0.05 (0.00-0.67)  0.019 2 1.28 (0.86-1.91)  0.305
LIVES X
Stillbirth 1.88 (1.70-2.09)  <0.001  1.18(1.02-1.35)  0.024
Dystocia 1.61(1.50-1.72)  <0.001  1.54(1.40-1.70) <0.001 ;
Multiples 3.90(2.88-5.29) <0.001  1.38(0.92-2.06) 0.114
ECM (FTD)i 0.96 (0.95-0.96)  <0.001  0.98 (0.98-0.99)  <0.001
Risk of ketosis ~ 1.33 (1.23-1.44)  <0.001  1.10(0.99-1.22)  0.083 2
(FTD)x §
SCC (FTD)' 1.02 (1.00-1.04) 0.074
Calf gender 1.24 (1.16-1.32)  <0.001 2
RMC? 3.88(3.52-4.28)  <0.001 0.94 (0.88-1.01)  0.075
Endometritis® 0.94 (0.86-1.03)  0.205
Calving 2
season™ 2

spring / autumn  1.09 (0.97-1.23) 0.258 S 0.97 (0.88-1.07)  0.854
summer / 1.04 (0.93-1.18) 0.783 < 0.94(0.85-1.04) 0357
autumn ;

summer / 0.96 (0.85-1.08) 0.792 0.97 (0.88-1.07)  0.842
spring
winter / 1.15(1.02-1.29) 0.018 2 1.07 (0.97-1.17)  0.319
autumn 2
winter / spring  1.05 (0.93-1.18) 0.692 2 1.10 (1.00-1.21)  0.057
winter / 1.10 (0.98-1.23) 0.181 2 1.13 (1.03-1.25)  0.004
summer 2

aAggregation of Retained placenta and Metritis within day 1-21 postpartum; ®PEndometritis within day 22-56

postpartum; °Non-Return-Rate refers to day 56 after first service; 4Odds Ratio for pairwise contrasts;

°Confidence Interval; fp-values are marked bold, if below the adapted significance threshold, of 0.003;

gvaccination during the dry period with a vaccine, consisting of only non-live components; o vaccination

during the dry period; ivaccination during the dry period with a vaccine, consisting of live and non-live

components; IEnergy corrected milk yield on the first day of milk testing; *Ketotic risk was assumed, if the

fat-protein-ratio exceeds 1.4 and lower limits of protein content (Emin) are undercut or upper limits of fat
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content (Fmax) are passed on the first day of milk testing. Emin = (4,11 -0,023 kg milk/day) (1 - 0,35/3,51).
Fmax = (5,06 -0,033 kg milk/day) (1 + 0,68/4,20); 'Somatic cell count of the first test day, logarithmically
transformed; ™spring (March-May), summer (June-August), autumn (September-November), winter
(December-February).

The variables herd and calving year were applied as random effects. Empty fields arise because the variable
was either not significant in the corresponding univariable analysis or was eliminated by manual backward
selection. The vertical wiggly line separates NRRS56 from the other response variables due to an inverse effect
as compared to RMC and Endometritis: while higher RMC and Endometritis rates are undesirable, higher
NNRS56 rates represent better fertility.

Results of multivariable models with multiparous cows (Table 4) showed that
prepartum vaccination with a non-live vaccine significantly increased the likelihood
for endometritis and decreased NRR56 when comparing the NON-LIVE group with
the NON VACC group. Multiparous cows vaccinated with a non-live vaccine were
5.61 times more likely to develop endometritis compared to non-vaccinated cows,
indicating an association between the non-live vaccine and the development of
endometritis with medium effect size. Multiparous cows vaccinated with a non-live
vaccine were 20% less likely to be successfully inseminated compared to non-
vaccinated cows. In contrast, cows vaccinated with a mixed vaccine were 87% more
likely to be successfully inseminated compared to those vaccinated with the non-
live vaccine, suggesting that the mixed vaccine might be associated with improved

insemination success.

The results of the predictors show that those cows that had a stillbirth were 2.37
more likely to develop RMC. Moreover, the presence of dystocia increased the odds
of RMC and Endometritis by 37% and 39% respectively, while also significantly
decreased the NRR56 by 9%. Cow with multiples had a markedly higher risk of
RMC, being 6.40 times more likely to develop the condition. These cows were also
1.31 times more likely to develop endometritis. Cows with ketosis were 16% more
likely to develop RMC. When it comes to calf gender, cows that gave birth to male
calves were 18% more likely to develop RMC. Risk of ketosis was associated with
an increased likelithood of RMC by 16%. Milk yield (ECM FTD) had a decreasing
effect on the development of RMC, but was not significantly associated with either
endometritis or NRR56. Milk yield of the previous lactation (ECM 305) had a
significant increasing effect on RMC and endometritis and a significant decreasing
effect on the non-return rate. Furthermore, longer time to first service increased

NRRS56, while longer calving intervals were associated with lower NRR56. Finally,
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cows that developed RMC were 4.28 times more likely to subsequently develop
endometritis. Additionally, the occurrence of RMC was associated with a 10%

reduction in the odds of successful insemination.

Table 4: Multivariable models: Effects of vaccine type on uterine health and

fertility in multiparous cow.

Postpartum

time Day 1-21 Day 22-56 Appr. > Day 100

interval

RMC? Endometritis® NRRS56¢
ORY(95% CI) p-value” OR?(95% CI°) p-value! ORI (95% CI?) p-valuef

Type of %
vaccine %

NON- 1.45 (1.09-1.93) 0.007 5.61 (3.47-9.09)  <0.001 0.80(0.71-0.91)  <0.001
LIVES/NON-
VACCh

MIXED' / 1.45 (0.70-3.01) 0.449 1.43 (0.35-5.78)  0.822 1.50(1.02-2.22)  0.036
INON-VACCh

1.00 (0.51-1.98)  >0.999  0.25(0.07-0.96)  0.041 2 1.87(1.29-2.72)  <0.001

MIXED/NO N
N-LIVEe N
Stillbirth 2.37(2.08-2.70)  <0.001  1.15(0.96-1.37)  0.142 =
Dystocia 1.37 (1.27-147)  <0.001  1.39(1.26-1.53) <0.001 $ 0.91 (0.85-0.97)  0.003
Multiples 6.40 (5.69-7.22)  <0.001  1.31(1.11-1.54)  0.001
ECM (FTD)  0.95(0.95-0.95)  <0.001  1.00 (0.99-1.00)  0.275 §\ 1.00 (0.99-1.00)  0.061
Risk of 1.16 (1.09-1.24)  <0.001  1.13(1.04-1.23)  0.004
ketosis
(FTD)*
SCC (FTD)' 1.01 (0.99-1.02) 0.358 2
Calf gender 1.18 (1.12-1.26)  <0.001
RMC? 428 (3.92-4.67) <0.001 2 0.90 (0.84-0.96)  0.003
ECM 305™ 1.00 (1.00-1.00)  <0.001  1.00 (1.00-1.00)  <0.001 2 1.00 (1.00-1.00)  <0.001
Calving 1.00 (1.00-1.00)  <0.001
interval
Time to first 2 1.00 (1.00-1.00)  <0.001
service 2
Calving 2
season” ;

spring / 1.17 (1.05-1.31) 0.002 0.89 (0.80-0.97)  0.006
autumn

summer / 1.10 (0.99-1.22) 0.087 2 0.85(0.78-0.93)  <0.001
autumn 2

summer / 0.94 (0.84-1.05) 0.452 0.96 (0.87-1.06)  0.736

spring
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winter / 1.04 (0.93-1.15) 0.819 1.05 (0.96-1.14)  0.511
autumn

winter / 1.05 (0.93-1.18) 0.692 2 1.10 (1.00-1.21)  0.057
spring 2

winter / 1.10 (0.98-1.23) 0.181 1.13(1.03-1.25)  0.004
summer

aAggregation of Retained placenta and Metritis within day 1-21 postpartum; "Endometritis within day 22-56
postpartum; “Non-Return-Rate refers to day 56 after first service; ‘Odds Ratio for pairwise contrasts;
°Confidence Interval; fp-values are marked bold, if below the adapted significance threshold, of 0.003;
gvaccination during the dry period with a vaccine, consisting of only non-live components; "no vaccination
during the dry period; vaccination during the dry period with a vaccine, consisting of live and non-live
components; 'Energy corrected milk yield on the first day of milk testing; *Ketotic risk was assumed, if the
fat-protein-ratio exceeds 1.4 and lower limits of protein content (Emin) are undercut or upper limits of fat
content (Fmax) are passed on the first day of milk testing. Emin = (4,11 -0,023 kg milk/day) (1 - 0,35/3,51).
Fmax = (5,06 -0,033 kg milk/day) (1 + 0,68/4,20); 'Somatic cell count of the first test day, logarithmically
transformed; ™Energy corrected milk yield in 305 days of the previous lactation; "spring (March-May),
summer (June-August), autumn (September-November), winter (December-February).

The variables herd and calving year were applied as random effects. Empty fields arise because the variable
was either not significant in the corresponding univariable analysis or was eliminated by manual backward
selection. The vertical wiggly line separates NRR56 from the other response variables due to an inverse
effect as compared to RMC and Endometritis: while higher RMC and Endometritis rates are undesirable,

higher NNR56 rates represent better fertility.

Time of vaccination affects fertility in non-live vaccinated

COoOws

In multivariable generalized linear mixed effects models with only those transition
periods (17,574 transition periods of 8,268 cows) where cows were vaccinated with
a non-live vaccine, significant effects of time of vaccination could be found for the
response variable NRR56 (Fig 2). Here, predicted outcomes for the EARLY group
were 37.6% NRR56 and for LATE group 46% NRR56, with a difference in
predicted probabilities of 8.4% (Fig 2) while the odds for successful insemination
of late vaccinated cows was 42% higher. No significant association with time of

vaccination was found for RMC and endometritis.
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Time of prepartum vaccination

-@- EARLY -@- LATE

50% o

40% A

30% ~

20% A e}

Predicted probabilities

10% -

00/0 “ T T T
Health/ Fertility parameter: RMC Endometritis NRR56

Days postpartum: 1-21 22-56 appr. >100

P-value: 0.3409 0.1334 0.0036*

Fig 2: Association between time of prepartum vaccination and uterine health
and fertility parameters in non-live vaccinated cows. All outcomes are derived
from multivariable models. See Supplementary File 3 for p-values, odds ratios and
confidence intervals for all predictors. P-values are marked with *if below the
adapted significance threshold, depending on the number of observations between
0.0051 and 0.0054. The vertical dotted line separates NRR56 from the other
response variables due to an inverse effect as compared to RMC and Endometritis:
while higher RMC and Endometritis rates are undesirable, higher NNR56 rates
represent better fertility.

Discussion

Innate immune mechanisms play a major role in the peripartum period. Vaccine-
induced NSE, which are mainly based on innate immune mechanisms, are rarely

studied in the field of uterine health and reproduction. Here, we investigated
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whether prepartum vaccination against NCD in pregnant cows has an effect on the
prevalence of postpartum uterine disease and fertility. This was based on the
hypothesis that vaccination-induced mechanisms alter the interaction within the
immune system or between cells and thus lead to enhanced resistance towards
metritis pathogens and improved fertility. Special emphasis was placed the time of
vaccination, whether early or late during the dry period, as well as the type of

vaccine, whether live or non-live.

In multivariable models, vaccinated cows, especially those vaccinated with a non-
live vaccine, had a significantly higher predicted probability of uterine disease and
a lower probability of successful insemination on day 56 after the first insemination
(Tables 3 and 4). Those cows vaccinated with a live vaccine component, differed
significantly from non-vaccinated cows only in NRR56 and in multiparity, all other
results in this regard were not significant (Table 4). These results suggest negative
effects of non-live prepartum vaccination on the postpartum uterus. Usually,
beneficial NSE are found in live and adverse in non-live vaccines [3, 4]. Therefore,
the results align well with previous research findings, although positive effects of
live vaccine components were only found in terms of NRR56 in multiparous cows.
Besides, the effect size of all these predictors were small or very small (except for
endometritis in multiparous cows) when interpreted according to the
recommendations of Chen et al. [34]. This suggests minor impact of the observed
effects. Here, also the results of the variable importance ranking need to be taken
into account: herd management and the cows’ milk yield have the greatest influence
on uterine health and fertility in the postpartum cow. Moreover, the variable
importance ranking showed a higher relevance of the time of vaccination than the
simple comparison between vaccinated and non-vaccinated cows (as well as the
type of vaccine). Currently, vaccine manufacturers recommend to vaccinate cows
against NCD between three and twelve weeks prior to the expected calving date, to
allow sufficient time for antibody production against the target pathogens and to
ensure their passage into the colostrum immediately after calving. The relation
between time of vaccination and time of pen change on an acidogenic diet has
recently been shown to affect lying time, metabolic profile and immunoglobulins
wit prepartum vaccination with two non-live vaccines against neonatal calf diarrhea
(NCD) and mastitis [13, 14]. Here, a beneficial effect of vaccination 4 weeks

prepartum, followed by pen change and acidogenic diet 3 weeks prepartum,
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compared to all of these procedures 3 weeks prepartum was attributed to additive
stressors. In this study, the use and timing of acidogenic diet and pen change could
not be fully determined retrospectively, and therefore not considered in the models;
however, the time of vaccination was documented in most cases by the participating
farms. They vaccinated their cows between 2.5 and 8 weeks prior to the expected
calving date, multiparous cows usually at dry-off and heifers at regrouping.
Therefore, a large time continuum of vaccination could be examined in the
respective multivariable analysis. To achieve this, the number of observations in
the dataset was reduced to those cows that had been vaccinated with a non-live
prepartum vaccine, with only those cases where the date of vaccination was clear
remaining. The results showed a significant association between time of vaccination
and fertility with a very small effect size (Fig 2 and S3 Table). No significant results

were found for RMC and endometritis.

Our hypothesis that vaccination-induced mechanisms lead to enhanced resistance
to metritis pathogens and improved fertility was not supported by the results of this
data set. Nevertheless, associations of small impact could be substantiated. Whether
these associations are vaccination-induced can be approached by evaluating the
criteria of causal analysis [35]. The fact that the exposure (vaccination) preceded
the (uterine) disease in time and the thorough consideration of predictors and
confounders in the analyses argue in favor of a causal relationship. Furthermore,
the consistency of the association was demonstrated by the reproducibility of the
results across the different multivariable models (e.g., primi- vs. multiparous;
VACC/NON VACC vs. NON LIVE/MIXED/NON VACC). Although dose-effect
relationship is not applicable in this study, because only binary explanatory and
outcome variables were available. Although the effect size of the associations was
mostly small, the multivariable models applied were robust, the statistical power
was high and significance thresholds were adapted to the large data set. Finally, a
causal relationship between vaccination and effects on uterine health and fertility

seems plausible, as the findings align with related research [3, 4].

The effects observed are unlikely related to the specific effects of the antibody
response of the vaccine. The NCD vaccine targets pathogens including E. coli,
bovine corona virus and rotavirus. Although coronaviruses and rotaviruses are
rarely implicated in the pathogenesis of uterine disorders, it cannot be excluded that

antibody generation against E. coli may interfere with intrauterine E. coli. The
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genotypic specificity of intrauterine E. coli is a current area of research [36] and the
presence or absence of bacteria plays a part in uterine diseases, but the role of the
immune system is estimated as decisive [24]. Dysregulated immune function
around calving is associated with impaired and reduced polymorphonuclear
leucocytes (PMN) [20, 37]. Conversely, early influx of inflammatory PMN into the
uterus reduce uterine disease in the further course of uterine involution [20]. Innate
immune mechanisms are important not only in the postpartum period, but already
in the prepartum period [19]. Postpartum, time again makes a difference: while
puerperal metritis usually occurs within ten days postpartum, endometritis is
defined as occurring from day 21 postpartum [24]. Carry-over effects of uterine
disease on subsequent fertility have been found, although details of the underlying
mechanisms are still unclear [25, 38]. While PMN are known to upregulate
inflammation, little is known about their role in the resolution of the inflammation.
Pascottini et al. hypothesize, that this resolution of inflammation is a key feature of
PMN in the regulation of uterine disease [20]. In dairy reproduction, Ribeiro et al.
found that inflammation prior to breeding reduced fertility and suggested additive
negative effects of inflammation from different sources (metabolic, NEB, uterine
and non-uterine diseases) [38]. The interplay of systematic and uterine
inflammation is not entirely understood, but there is a type or extent of
inflammation that leads to maladaptation of the transition cow [39]. Thus,
inflammation and specifically its up- and downregulation seems to play a key role
in uterine health and fertility. We hypothesize that NSE interfere with these innate
regulatory immune mechanisms, especially by increasing the number and
competence of PMN [6] and thus affect the dysregulated immune system of the

periparturient dairy cow.

Herd records are a good and time-tested tool to monitor health parameters in dairy
herds [40]. Large datasets allow the detection of even small phenomena because of
the high statistical power and the thorough examination of subgroups and variables
to control confounders. At the same time, large datasets entail several challenges.
Strategies for dealing with the challenges associated with the available herd records
have been discussed in more detail in our previous work [15]. In brief, the main
aspects of the measures taken to ensure the reliability of the results are pointed out.
Lower significance thresholds were set to reduce the likelihood of false positive

significant results. Potential documentation bias was addressed by validation
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through on-site farm visits, thorough data cleaning and exploratory data analysis.
Confounders were checked in contingency tables and bivariable analyses. Finally,
univariable and multivariable general linear mixed-effects logistic regression and
random forest analysis were selected as appropriate and comprehensive statistical

methods.

Risk factors for uterine diseases are well studied and the results of this study align
well with these [compare: [19, 28]]. Some parameters were not or only partly
available for the model of this study, such as vulval angle or back fat thickness,
bacterial infection [29, 41]. Those variables referring to the previous lactation of
the cow, could only be considered in multiparous cows; thus, models were
separated into primiparous and multiparous. Additional factors may also have an
impact, particularly those related to the composition of the vaccine product. While
there was a difference between non-live and live vaccine components, the authors
suggest to examine the role of adjuvants in analytical models. In the models of this
study, the highest influential factors for all response variables in this study were
ECM FTD, ECM 305 of the previous lactation and herd management, as
demonstrated by the variable importance ranking of the Random Forest analysis.
Literature reports contradicting results regarding the influence of milk yield on
reproduction [27, 42-44]. An increase in milk production due to breeding advances
and a concurrent decline in reproduction measures has been observed in dairy herds
worldwide. Some researchers have proposed that rising milk yields are a cause of
rising infertility. However, others have criticized this conclusion or even found a
positive correlation. To address this research question, Rearte et al. [45] conducted
a multilevel logistic regression analysis. These findings indicated a significant
association between milk yield and reproductive performance, with a small effect
size. Also, the findings of this study indicate that while the significance of ECM
305 on NRR56 is high, the effect size is very small. A correlation between early
milk yield and other variables was observed in both positive and negative directions
[45-47]. In this study, both previous lactation and current early lactation milk yield
were negatively associated with uterine health and fertility. It is noteworthy that a
notable discrepancy was observed in the correlation between milk yield in the
previous lactation and that of the current early lactation, while the former seemed
to increase the risk of uterine diseases, and high milk yields in the current early

lactation seemed to be an indicator for a good uterine health status. The authors
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hypothesize that regarding uterine disease, the effect may be inverse: if the cow’s
uterine health is impaired, it affects the overall performance of the animal, resulting
in reduced milk yields. A limitation of the study is the differing days in milk (DIM)
of milk recordings, which occurred at monthly intervals on the respective farms. To
identify potential biases, the relationship between the average DIM on the day of
the milk test and the average milk performance was investigated. The results

demonstrated that there was no significant impact on the outcomes.
Conclusion

This large-scale study confirmed that management factors and milk yield are the
most important factors for the dairy cows’ uterine health and fertility. Although
with small effect size, but high significance, the prepartum vaccination increased
the probability of retained placenta, metritis and endometritis, and reduced fertility.
This strongly argues for non-specific effects of prepartum vaccination. While small
effects could be seen in cows, we hypothesize that they could not outweigh the
positive effects of vaccination against NCD on health and survival of neonatal
calves. Instead, these findings shed light upon the current immunological discourse
on NSE of vaccinations. Further research is required on the mechanisms of NSE in
the critical periparturient phase of the dairy cow, with particular focus on the
optimal timing of vaccination and the most suitable vaccine components (live, non-

live, adjuvants).
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V. DISKUSSION

Euter- und Gebarmuttererkrankungen représentieren einen wesentlichen Teil der
postpartalen Erkrankungen der hochleistenden Milchkuh und stellen die
Milchviehhaltung vor Herausforderungen, denn sie sind entscheidend fiir
Milchleistung und Fruchtbarkeit der nachfolgenden Laktation. Ausschlaggebend
fiir die Anfilligkeit und den Verlauf dieser Erkrankungen ist der Immunstatus der
Kuh bereits vor der Geburt. Eine Modulation des Immunsystems in einer Weise,
dass die Reaktion auf infektidse Erreger verbessert werden kann, kdnnte eine gute
Moglichkeit fiir die komplikationsarme Transitphase darstellen. Gleichzeitig
ermoglicht der Einblick in das Zusammenspiel von Impfung und Gesundheitsstatus

der Kuh einen moglichen Erkenntnisgewinn iiber das angeborene Immunsystem.

Wihrend im Rahmen der ersten Publikation (IIl.), neben den NSE der
Mutterschutzimpfung auf Eutergesundheit und Milchleistung, insbesondere die
Methodik diskutiert wurde, fokussiert sich die Diskussion des zweiten Manuskripts
(IV.) auf die moglichen NSE in Abhéngigkeit von Impfung, Impfzeitpunkt und
Impfstoffkomponenten. Die vorliegende Diskussion soll einen Bogen iiber beide
Arbeiten spannen und dabei die Validitit der Daten und statistischen Methoden
vergleichend diskutieren (V.1.). Zudem werden mogliche Mechanismen der
impfinduzierten NSE in beiden Organsystemen erortert (V.2.). Dabei sollen
Forschungsliicken identifiziert und ein Ausblick auf mogliche zukunftstrichtige
Entwicklungen im Bereich Immunmodulation und Impfmanagement diskutiert

werden.

1. Validitat der Daten und der statistischen Methoden

Die Auswertung von Herdendaten stellt ein bewihrtes Instrument zur Uberwachung
von Gesundheitsparametern in Milchviehherden dar. Im Vergleich zu den meisten
Feldstudien in diesem Bereich (SCOTT et al., 1998; SCHULZE et al., 2016;
MENICHETTI et al., 2021b, 2021a; RETAMAL et al., 2022) hat die Auswertung
von retrospektiven Herdendaten in der Regel einen bedeutenden Vorteil: die hohe
Menge an Daten, bei denen selbst kleine Verdnderungen sichtbar gemacht werden
konnen. Gleichzeitig geht die Auswertung von grofen Herdendatensdtzen mit

einigen  Herausforderungen einher, wie beispielsweise die  erhohte
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Wahrscheinlichkeit von Typ-1-Fehlern oder dem Dokumentationsbias (vgl. I11., S.
30). Um diesen zu begegnen, bedarf es valider Methoden der Datenbereinigung, -
iberpriifung und -modellierung sowie geeigneter statistischer Methoden. Einige der

fiir diese Arbeit zentralen Methoden werden im Folgenden diskutiert.

1.1. Beurteilung der Datengrundlage und Variablen

Qualitativ hochwertige Daten, geeignete ZielgroBen und Pridiktoren sind die
Grundlage fiir die Zuverldssigkeit der finalen statistischen Modelle und die
Aussagekraft der Ergebnisse. Im Umgang mit gro3en Datensdtzen in R wird ein
Modell zur Datenverarbeitung vorgeschlagen, bei dem das Verstehen der Daten im
Vordergrund steht und die Schritte Transformation, Visualisierung und
Modellierung umfasst. Diese werden in einer Art hermeneutischem Zirkel
wiederholt durchgefiihrt, bis ein zufriedenstellendes Verstindnis der Daten

angenommen wird (WICKHAM und GROLEMUND, 2016).

Die Basis fiir Modellierungen sind zunéchst geeignete Zielgrofen. Bei den in dieser
Studie verwendeten Herdendaten war davon auszugehen, dass Ungenauigkeiten
und Inkonsistenzen der Diagnosen vorliegen. Dieser Annahme liegt die
vorausgegangene Studie mit Daten desselben Ursprungs zugrunde (PRAEGER,
2020). Uneinheitliche Definitionen klinischer  Krankheiten und der
Dokumentationsbias sind ein lang bekanntes Problem bei Milchkiihen (KELTON
et al., 1998). In einer Studie zur Bewertung von Gesundheitsdaten aus
Herdenmanagementprogrammen in den USA wurden erhebliche Defizite in der
Dokumentation von Gesundheitsdaten nachgewiesen (WENZ und GIEBEL, 2012).
Wie in der vorliegenden Studie (vgl. III., S. 31), wurde auch bei Wenz und Giebel
(2012) hervorgehoben, dass eine weitgehend einheitliche Struktur zur
Dokumentation auf den jeweiligen Betrieben besteht, jedoch von eingeschrinkter
Vergleichbarkeit zwischen den Betrieben auszugehen ist. Zur Minimierung dieses
Dokumentationsbias wurde daher eine Kombination aus Diagnosen,
Milchleistungs- und Reproduktionsdaten zur Bildung der ZielgroBen verwendet.
Die Diagnosen Metritis, Nachgeburtsverhaltung und Mastitis wurden durch die
belastbareren und messbaren Parameter SCC, energiekorrigierte 305-
Tagesmilchleistung, energiekorrigierte Milchleistung am ersten Tag der
Milchleistungspriifung und NRR56 erginzt. Zudem wurden
Nachgeburtsverhaltung und Metritis zu einer gemeinsamen Zielgrofe ,,Retentio

secundinarum-Metritis-Komplex*“ (RMC) gebiindelt. Die Kombination von
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uterinen Diagnosen stellt eine gingige Methode zur Steigerung der Prizision bei
der Analyse von Herdendaten dar (SANCHEZ et al., 2024). Aus biologisch-
medizinischer Perspektive ist die Zusammenlegung der Variablen zudem sinnvoll,
da die Folgeerkrankungen, die aus einer Nachgeburtsverhaltung und Metritis
resultieren, vergleichbar sind (vgl. I1.3.1.2.). Gleichzeitig erfolgte die Uberpriifung
der Zeitabstinde zwischen Besamung, Geburt und nichster Geburt sowie der
Krankheitsverldufe anhand von Stichproben einzelner Kiihe und die Visualisierung
der Héufigkeit von Diagnosen auf betriebs- und tierindividueller Laktationsebene.
Trotz dieser MaBBlnahmen zur Optimierung der Datenqualitdt und der sorgfiltigen
Auswahl der Zielgroen bleibt die Verwendung retrospektiver Daten, die im
Gegensatz zu experimentellen Studien nicht selbst erhoben wurden, eine

wesentliche Einschrinkung dieser Studie.

Explorative Modellierungen dienen nicht nur zum besseren Verstédndnis der Daten,
sondern auch zur Entdeckung erster Zusammenhinge und Generierung von
Vermutungen (KREIENBROCK et al., 2012; WICKHAM und GROLEMUND,
2016). Zur Ermittlung der Zusammenhénge zwischen Pridiktoren und Zielgréfen
wurden deshalb zunichst geeignete Pradiktoren mit Hilfe von Kreuztabellen und
logistischen Regressionsmodellen gefunden. Eine besondere Herausforderung
hierbei war die Identifikation von Ursache-Wirkungs-Beziehungen. Insbesondere
in der Transitphase der Milchkuh ist dies eine Herausforderung, denn in dieser
Phase gibt es viele Wechselwirkungen (MULLIGAN und DOHERTY, 2008;
ALERI et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2022). Confounder, Storvariablen, die
gleichzeitig mit der zu analysierenden Expositionsvariablen, als auch mit der
Zielvariablen assoziiert sind, konnen Ergebnisse verzerren (KREIENBROCK et al.,
2012). Zur Veranschaulichung dient an dieser Stelle die Beispielvariable risk of
ketosis in den Modellen dieser Studie (vgl. II., S. 23; IV., S. 41). Der
Ketonkorperspiegel im Blut ist in der Lage, Immunmechanismen der Transitkuh zu
beeinflussen (ESPOSITO et al., 2014), folglich konnte dieser ebenfalls einen
Einfluss auf die durch die Mutterschutzimpfung ausgeldste Immunantwort haben.
Gleichzeitig ist bekannt, dass Hyperketondmie unabhingig von der Impfung die
Gebdarmuttergesundheit und  Fruchtbarkeit negativ  beeinflussen  kann
(RABOISSON et al., 2014). In der vorliegenden Studie konnte der
Ketonkorperspiegel anhand der Milchleistungsdaten berechnet werden und stand

als Variable risk of ketosis zur Verfiigung. Diese Variable und weitere mdgliche
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Confounder wurden sorgfaltig gepriift und in die Modelle integriert. Die Auswahl
der Pridiktoren und die Uberpriifung von Confoundern beruhte auf der Signifikanz
der Pridiktoren in den univariablen Modellen unter der steten Uberpriifung der
Modelleistungen. Dabei lag der Schwellenwert des p-Wertes nach GOOD (1988)
niedriger als der iiblicherweise angenommene Wert von 0,05 und konnte somit
Typ-1-Fehler ausgleichen. Die finale Zusammensetzung der Pradiktoren in den
Modellen stirkt die Ergebnisse und Schlussfolgerungen dahingehend, dass sie
weitestgehend kohdrent mit bekannten Risikofaktoren sind. Diese Kohérenz soll in

V.2.1. ndher diskutiert werden.

1.2. Beurteilung der statistischen Methoden

Unterschiedliche statistische Modelle kénnen zu unterschiedlichen Ergebnissen
fiihren (CURTIS et al.,, 1993). Aus diesem Grund und um multikollineare
Pradiktoren zu vermeiden, ist die Auswahl geeigneter statistischer Modelle
besonders wichtig. In dieser Studie wurden gemischte lineare Regressionsmodelle
verwendet, wobei zundchst univariable Analysen durchgefiihrt wurden, um die
signifikanten Prddiktoren in die nachfolgenden multivariablen Analysen
aufzunehmen und gegebenenfalls durch manuelle Riickwértsselektion unter
Beriicksichtigung der Modellleistung anzupassen. Von allen vergleichbaren
Studien, die Effekte von Impfungen auf Gesundheits- und Leistungsdaten von
Rindern untersucht haben, wurden in fiinf Studien gemischte Modelle verwendet
(SCOTT et al., 1998; CORTESE et al., 2020; MENICHETTI et al., 2021b, 2021a;
VIIDU und MOTUS, 2022). In drei Studien erfolgte die Auswahl der Pridiktoren
durch manuelle Riickwirtsselektion (JUSTE et al., 2021; MENICHETTI et al.,
2021b, 2021a). Weitere statistische Methoden vergleichbarer Studien umfassen
klassische logistische Regressionsmodelle (JUSTE et al., 2016; SCHULZE et al.,
2016; CONTRERAS et al., 2023) und klassische lineare Regressionen (ordinary
least square means) (CORTESE et al., 2020; PRAEGER, 2020).

Gemischte Modelle zeichnen sich dadurch aus, dass neben den festen Effekten auch
zufdllige Effekte beriicksichtigt werden. Da dadurch auch Variationen zwischen
den Herden beriicksichtigt werden konnen, gelten sie als flexible und stabile
Instrumente bei der Auswertung von Herdendaten (WISNIESKI et al., 2019).
Klassische Regressionsmodelle hingegen behandeln alle Beobachtungen als
unabhingige Beobachtungen und kdnnen bei komplexen und hierarchischen

Datensitzen zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren (CURTIS et al., 1993). Da in der



V. Diskussion 65

vorliegenden Arbeit sowohl Herdeneffekte als auch tierindividuelle Effekte, wie
beispielsweise Mehrfachbeobachtungen iiber mehrere Laktationen, eine Rolle
spielen, wird die Wahl von gemischten Modellen als ausreichend geeignet
angesehen. Dariiber hinaus wurden durch die manuelle Riickwértsselektion
sichergestellt, dass die Modelle mit geeigneter Anzahl von Pradiktoren zuverléssig

laufen.

Ergénzend zu den logistischen Regressionen, diente variable importance mittels
decision tree-Algorithmen, und zwar einem Random Forest Machine Learning
Algorithmus zur besseren Einordnung der Wichtigkeit verschiedener Variablen.
Bei der Verwendung von zahlreichen kategorischen Variablen wird der Einsatz von
Machine Learning Methoden, insbesondere decision tree-Algorithmen, empfohlen,
um eine Hierarchisierung der komplexen Datenstruktur im Rahmen von Analysen
von Transitkiihen vorzunehmen (PASCOTTINI et al., 2020). Logistische
Regressionen und decision trees ergénzen sich somit methodisch bei der Analyse
von Kausalzusammenhédngen. Sie wurden jedoch bisher in keiner der
vergleichbaren Studien kombiniert. Dies konnte daran liegen, dass die modernen
Machine Learning-Modelle hdufig zur Vorhersage und nicht zur Inferenz eingesetzt
werden (SHMUELI, 2010; WISNIESKI et al., 2019). In der vorliegenden Studie
konnte das préadiktive Potential von Machine Learning zwar nicht ausgeschopft

werden, als Erklarungsmodelle wurden sie jedoch sinnvoll eingesetzt.

2. Nicht-spezifische Effekte der Mutterschutzimpfung bei der

Milchkuh unter Beriicksichtigung relevanter Einflussvariablen

Viele Faktoren beeinflussen die postpartale Gesundheit und Leistung der Milchkuh
(siehe I1.3.1.). Die Ergebnisse dieser Studie veranschaulichen, dass dabei die NSE
von Mutterschutzimpfungen im Vergleich zu anderen Einflussfaktoren eine eher
geringe Rolle spielen, da sowohl die Effektstdrken als auch die variable importance
niedrig sind. Daher wird im ersten Abschnitt dieses Kapitels zundchst die Rolle der
Mutterschutzimpfung im Geflecht der vielféltigen Einflussfaktoren betrachtet. Im
darauffolgenden Abschnitt wird dann der Frage nachgegangen, welche
immunologischen Mechanismen durch die Mutterschutzimpfung gegen
Neugeborenendurchfall beeinflusst werden konnten. Besonderes Augenmerk liegt

dabei auf der Rolle des Impfzeitpunktes und der Impfstoftkomponenten.
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2.1. Bedeutung der Einflussvariablen

Da die Ergebnisse dieser Studie deutlich zeigen, dass die betrieblichen
Managementfaktoren die wichtigsten EinflussgroBen auf postpartale Gesundheit
und Leistung der Milchkuh darstellen, ist deren Einordnung als Einflussvariablen
von  entscheidender  Bedeutung. Die Relevanz  der  betrieblichen
Managementfaktoren fiir die Euter- und Gebarmuttergesundheit sowie fiir die
Milchleistung und Fruchtbarkeit ist nicht iiberraschend, denn ein gutes
Transitmanagement, insbesondere auf Herdenebene, ist der Schliissel fiir die
Krankheitspravention und Leistungsfahigkeit des Betriebes (MULLIGAN et al.,
2006; LEAN und DEGARIS, 2015).

Die Vor-Ort-Erhebungen auf den Betrieben mittels Fragebdgen zielte darauf ab, das
Transitmanagement der teilnehmenden Betriebe durch die Identifikation relevanter
Einflussvariablen abzubilden. Dadurch sollte ein verbesserter Vergleich zwischen
den Betrieben ermoglicht werden. Die Auswertung der Studie zeigte jedoch, dass
sich Managementfaktoren kleinteilig darstellen und retrospektiv nicht im Detail
beriicksichtigt werden konnen. Letztlich erwies sich der Betrieb selbst als die
stabilste Variable im Modell fiir das Betriebsmanagement (vgl. II1., S. 31), da er
auch Faktoren umfasst, die retrospektiv weder rekonstruiert noch gemessen werden
konnen. Ein Beispiel ist die deutliche Verbesserung der Gebarmuttergesundheit auf
einem der Betriebe durch ziichterische Maflnahmen im Bereich der Beckenstellung.
Diese betriebliche Managementmalinahme ist nachvollziehbar, denn die Genetik
hat im Reproduktionsmanagement einen grof3en Stellenwert (CROWE et al., 2018).
Da keine Zuchtwerte zur Verfiigung standen, war es im Rahmen dieser Studie nicht
moglich, den Zuchteffekt zu quantifizieren und damit die Vergleichbarkeit zu den

Zuchtverfahren der anderen teilnehmenden Betriebe sicherzustellen.

KERWIN et al. (2023) kritisieren, dass Managementfaktoren wéhrend der
Transitphase und deren Auswirkungen auf die postpartale Gesundheit und Leistung
der Milchkuh bislang unzureichend untersucht wurden. Frithere Studien zur
Evaluation von Managementfaktoren im Milchviehbereich (FIRTH et al., 2019;
COOK et al., 2024; MERLE et al., 2024) unterstreichen den Mehrwert von grof3
angelegten Studien. Die Vorteile einer grof3 angelegten Studie spiegeln sich in
dieser Arbeit durch den groBBen Datensatz und die damit verbundene statistische
Power wider. Allerdings konnte durch die Fragebogenerhebungen kein Mehrwert

durch die Generierung neuer Variablen oder Kategorisierungen des betrieblichen
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Managements geschaffen werden.

Die Aussagekraft von Forschungsergebnissen wird erhdht, wenn die Ergebnisse in
sich kongruent sind und mit der Literatur iibereinstimmen. In den multivariablen
Modellen, in denen die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Mastitiden und die
Hohe der SCC untersucht wurden, stellten Paritdt und Saison diejenigen Variablen
mit den grofiten Signifikanzen und Effektstarken dar. Dies ist kongruent sowohl mit
den Ergebnissen der variable importance des Random Forest Algorithmus als auch
mit bestehender Literatur (SCHEPERS et al., 1997, SCHUKKEN et al., 2003;
AKERSTEDT et al., 2011).

Hinsichtlich der Gebarmuttergesundheit und Fruchtbarkeit konnten die
vorangegangene und aktuelle Milchleistung, Mehrlings-, Schwer- und Totgeburt
als einflussreichste Pridiktoren identifiziert werden. Sowohl positive als auch
negative Effekte der Milchleistung auf die Fruchtbarkeit sind in der Literatur
dokumentiert (LAWSON et al., 2004; LEBLANC, 2010; NIOZAS et al., 2019b;
NIOZAS et al., 2019a). REARTE et al. (2008) demonstrierten durch multivariable
Regressionsanalysen einen signifikanten negativen Einfluss der Milchleistung auf
die Fruchtbarkeit, jedoch mit kleiner Effektstirke. Obwohl auch in der vorliegenden
Studie signifikante Effekte festgestellt werden konnten, waren diese nur von
geringer Effektstirke. Die Bedeutung von Mehrlings-, Schwer- und Totgeburten fiir
die Gebarmuttergesundheit stimmt ebenfalls mit der Literatur iiberein (POTTER et
al., 2010). Interessanterweise waren diese Faktoren am relevantesten fiir RMC,
jedoch bei Endometritis nur noch teilweise signifikant und bei NRR56 nicht
signifikant. Diese Erkenntnis ldsst sich modglicherweise damit erkldren, dass
Mehrlings-, Schwer- und Totgeburten vor allem friihe negative Effekte auf die
Gebarmuttergesundheit haben (RMC). Dagegen liegen bei NRR56 durch den
grofleren zeitlichen Abstand zur Geburt und die damit verbundene Tendenz zur
Ausheilung keine signifikante Assoziation mehr vor. Zusammenfassend ldsst sich
eine weitgehende Ubereinstimmung der Einflussvariablen mit der Literatur
feststellen. Dies lasst auf eine hohe Qualitit der Datengrundlage schliefen und

untermauert die gewonnenen Erkenntnisse zu NSE durch die Mutterschutzimpfung.
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2.2. Nicht-spezifische Effekte der Impfung, der Impfstoffkomponenten und
des Impfzeitpunktes
In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass Kiihe, die mit einem
Totimpfstoff geimpft wurden, eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir postpartale
Gebarmuttererkrankungen sowie eine geringere Chance auf Besamungserfolg
aufwiesen. Dariiber hinaus wurde der Impfzeitpunkt als Einflussfaktor fiir die
Fruchtbarkeit identifiziert. Diesen Ergebnissen schlief8t sich die Frage an, ob diese
Assoziationen tatsdchlich Ursache-Wirkungs-Beziehungen darstellen und welche

Mechanismen diesen zugrunde liegen.

In der Diskussion des Manuskripts wurde bereits fiir einen kausalen
Zusammenhang zwischen der Mutterschutzimpfung und der erhohten uterinen
Erkrankungsrate sowie der reduzierten Fruchtbarkeit argumentiert (IV., S. 53). In
einer retrospektiven Studie mit einer begrenzten Anzahl verfiigbarer Variablen
konnen jedoch Storfaktoren und daraus resultierende Verzerrungen oder falsch
positive Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden. Auch die genauen Mechanismen,
die zu einer erhohten Erkrankungsrate oder einer verminderten Fruchtbarkeit fithren
konnten, sind aufgrund fehlender gezielter Untersuchungen nicht abschlieend zu
bewerten. Die hier beobachtete erhohte Wahrscheinlichkeit fiir postpartale uterine
Erkrankungen nach der Mutterschutzimpfung konnte auf sehr unterschiedlichen
Mechanismen der Immunantwort auf die Impfung beruhen, die in der vorliegenden
nicht-experimentellen Studie nicht analysiert wurden. Daher bleiben jegliche

Erklarungsmodelle zwangsldufig spekulativ.

Legt man zugrunde, dass an allen physiologischen und pathologischen Prozessen
der Milchkuh das Immunsystem und die Interaktion von Immunzellen beteiligt sind
(vgl. 11.3.1; I1.3.2.), so kann aus diesen Beobachtungen einzig mit einiger Sicherheit
geschlossen werden, dass nicht-spezifische impfinduzierte Mechanismen von
verschiedenen Faktoren beeinflusst werden. Solche impfinduzierten Prozesse
beinhalten unter anderem epigenetische Modifikationen im Knochenmark und
diversen peripheren Immunzellen (WEIKARD et al., 2015; NETEA et al., 2019;
BYRNE et al., 2020; NETEA et al., 2020), die Freisetzung und Zirkulation
immunmodulatorischer Zytokine, Prostaglandine und Peptide (DAVIES et al.,
2008; HEALY et al., 2014; GUERRA-MAUPOME et al., 2019) und die Aktivitat
von PMN (JUSTE et al., 2016). Auch das Migrationsverhalten zirkulierender
PBMC wie PMN kann iiber TLR gesteuert werden. Daraus ergeben sich nicht nur
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systemische, sondern auch lokale Einflussbereiche von NSE (vgl. 11.2.2.; 11.3.2.1,
11.3.2.2.).

Die Assoziation zwischen der Impfung und NRR56 ldsst sich liber den Carry-Over-
Effekt (vgl. 11.3.1.2.) von RMC und Endometritis nicht ausreichend erklaren. Diese
Variablen wurden bereits in den entsprechenden multivariablen Modellen als
Priadiktoren beriicksichtigt. Es sei darauf verwiesen, dass NSE nicht nur
krankheitsbezogene, sondern auch leistungsbezogene Effekte, wie Milchleistung
(SCHULZE et al., 2016; RETAMAL et al., 2022), sowie Faktoren der langfristigen
Vitalitit, wie beispielsweise Uberlebensraten (DE BREE et al., 2018), umfassen
konnen. Somit kdnnen auch leistungsbezogene Impfeftekte, wie eine verringerte

Fruchtbarkeit, erklart werden.

Tiere, die frithzeitig geimpft wurden, also zwischen acht und sechs Wochen vor
dem Abkalbetermin, wiesen im Vergleich zu den Tieren, die spiter geimpft wurden
(zwischen vier und zweieinhalb Wochen vor dem Abkalbetermin), eine niedrigere
NRR56 und damit eine geringere Chance auf eine erfolgreiche Besamung auf.
Hinweise auf mogliche Unterschiede der NSE in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der
Impfung wurden in einer Studie gezeigt, die Kiihe miteinander verglich, welche elf
bis 18 Tage nach der Abkalbung oder 120 bis 48 Tagen vor der Abkalbung mit
einem Totimpfstoff geimpft wurden. Blutzell-Transkriptomanalysen wiesen auf
zahlreiche signifikant unterschiedlich regulierte Gene hin (WEIKARD et al., 2015).
Dies stiitzt die These, dass sich die impfinduzierten Prozesse deutlich in
Abhingigkeit vom Impfzeitpunkt unterscheiden konnen und damit Auswirkungen
auf die beobachteten NSE haben kénnen. Die Impfreaktion im Zeitraum von bis zu
12 Wochen vor Geburt, also in dem von Imptherstellern empfohlenen Zeitraum der
Gabe von Mutterschutzimpfungen gegen Neugeborenendurchfall, wurde bisher
allerdings nur unzureichend untersucht. Am Beispiel von zirkulierenden
Leukozyten ist immerhin bekannt, dass die Stérke der Genexpressionsdnderungen
im Zeitraum von 20 Tagen vor bis zu sieben Tage nach der Abkalbung variiert und
thren Hohepunkt unmittelbar nach der Abkalbung findet (MINUTI et al., 2016;
MINUTI et al., 2020). Gleichzeitig wird vermutet, dass es sich dabei weniger um
eine Einschriankung der Funktion von Immunzellen handelt, sondern um eine
Dysregulation mit erhéhter Aktivitit und eingeschriankter Kompetenz (TREVISI
und MINUTI, 2018).
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Der genaue Einfluss des Impfzeitpunktes der Mutterschutzimpfung gegen
Neugeborenendurchfall relativ zum Abkalbetermin ist nicht bekannt. So kann nur
spekuliert werden, dass sich in Abhdngigkeit vom Impfzeitpunkt die genannten
Immunmediatoren (humoral und zelluldr, angeboren und erworben) in ihrer
Aktivitit und Kompetenz unterscheiden und damit unterschiedliche
inflammatorische und immunregulatorische Folgeprozesse steuern. Dies bei der
Kuh zu analysieren, bleibt Gegenstand zukiinftiger Studien, zumal in der
Humanmedizin der Zeitfaktor fiir die NSE bereits diskutiert wird. Bei Impfung von
Kindern vor dem ersten Lebensmonat mit BCG sowie innerhalb der ersten vier
Monate gegen Diphterie-Pertussis-Tetanus, wurden weniger Wachstumsstérungen
nachgewiesen als bei Impfungen in den nachfolgenden Monaten. Als ursichlich
dafiir wird eine reduzierte inflammatorische Impfreaktion im jlingeren Alter

diskutiert (BERENDSEN et al., 2016).

MENICHETTTI et al. (2021b) untersuchten Kiihe, die an Tag 21 oder 28 vor der
Abkalbung gegen Neugeborenendurchfall geimpft wurden und stellten fiir die
frithere Impfung positive Effekte auf die Liegezeit und das metabolische Profil fest.
Allerdings lag der Fokus dieser Untersuchungen auf den Effekten der Impfung in
Kombination mit dem zeitgleichen oder versetzten Stall- oder Gruppenwechsel,
und die hier dargelegten Effekte wurden auf additive Stressoren durch Stallwechsel
und Impfung zuriickgefiihrt. Impfzeitpunkt-abhéngige NSE, die {iiber das
angeborene Immunsystem vermittelt werden, wurden nicht diskutiert. Es l4sst sich
somit festhalten, dass Auswirkungen des Impfzeitpunktes auf die Auspridgung von
NSE denkbar sind. Weshalb jedoch bei frith geimpften Tieren eine geringere
Chance auf Besamungserfolg bestand, bleibt ungekldrt und miisste in weiteren
Studien, beispielsweise unter Beriicksichtigung mikrobiologischer Untersuchungen
zur Gebarmuttergesundheit oder Genexpressionsanalysen zur immunologischen

Reaktivitit der Tiere, untersucht werden.

Die wesentlichen NSE wurden nach Einsatz von reinen Totimpfstoffen beobachtet
(vgl. IV, S. 52), nicht jedoch nach Einsatz einer gemischten Lebend-/Todvakzine.
Die Hypothesen, dass Totimpfstoffe negative und Lebendimpfstoffe positive NSE
haben, sind Teil des aktuellen wissenschaftlichen Diskurses und konnten auf der
Induktion von innate immune tolerance durch Totimpfstoffe und von innate
immune training durch Lebendimpfstoffe zuriickgefiihrt werden (BYRNE et al.,
2020; NETEA et al, 2020; RUBIO-CASILLAS et al., 2024). Beide
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Induktionsmechanismen beinhalten die epigenetische Re-Programmierung der
Genexpression nach Bindung von Liganden in den Impfstoffen an TLR (BYRNE
et al.,, 2020). In diesen Liganden konnten sich die hier eingesetzten Impfstoffe
tatsdchlich unterscheiden. Hinzu kommen Unterschiede in den verwendeten
Adjuvantien, die zusétzlichen Einfluss auf die angeborene Immunmechanismen
nehmen (ZHAO et al., 2023). Der Unterschied zwischen den beiden verwendeten
Adjuvantien Montanide ISA 51 und Aluminiumhydroxid konnte aufgrund der
linearen Abhéngigkeiten (Multikollinearitit) der Variablen Adjuvans und

Impfstatus im Modell nicht ausreichend untersucht werden.

Bemerkenswert war, dass in der vorliegenden Studie NSE fiir das Organsystem
Gebdrmutter, nicht aber fiir das Euter nachgewiesen wurden, obwohl fiir beide
Organsysteme angeborene Immunmechanismen von hoher Relevanz sind (vgl.
I1.3.2.). In fritheren Studien wurden durchaus euterbezogene NSE in Milchkiihen
nachgewiesen. So sank die Mastitis-Inzidenz nach Impfung gegen BRSV, BHV-1
und PI3 Virus (CORTESE et al., 2020) und reduzierte sich die Milchleistung nach
Impfung gegen Coxiella burnetii (SCHULZE et al., 2016). Die verbesserte
Eutergesundheit in der Studie von CORTESE et al. (2020) konnte auf positive NSE
des verwendeten Lebendimpfstoffes zuriickzufiihren sein und die verschlechterte
Milchleistung in den Untersuchungen von SCHULZE et al. (2016) auf die

Verwendung eines Totimpfstoffes.

Wie die Impfstoffentwicklung sich an neuen Erkenntnissen zu NSE orientieren
konnte, zeigen MUNKWASE (2024) und ZIOGAS und NETEA (2022) auf. So
konnten unterschiedliche NSE bei der Zulassung von neuen Impfstoffen in die
Kriterien mit einbezogen werden. Wiinschenswert wére die Forderung von
gesundheitsforderlichen NSE, wie sie bereits bei Lebendimpfstoffen nachgewiesen
wurden (CONTRERAS et al, 2023; RUBIO-CASILLAS et al, 2024).
Vielversprechend ist auch die Neu- und Weiterentwicklung von Adjuvantien unter
Bertiicksichtigung angeborener Immunmechanismen (VERMA et al., 2023).
Generell sollte das Zusammenspiel zwischen dem Gedéchtnis des angeborenen und
des erworbenen Immunsystems bei der Entwicklung neuer Impfstoffe und
Impfstrategien in Zukunft stirker beriicksichtigt werden (NETEA et al., 2019;
ZIOGAS und NETEA, 2022). In diesem Zusammenhang konnten Transkriptom-
Analysen zum Verstidndnis der Inmunmechanismen beitragen, insbesondere in der

fortschreitenden Ara der Hochdurchsatzsequenzierung (NAKAYA und
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PULENDRAN, 2015; VERMA et al., 2023). Fiir das Monitoring von Impfeffekten
— sowohl auf Herdenebene als auch in groBeren epidemiologischen Studien -
werden zukiinftig sogar mehr und prézisere Daten durch die Digitalisierung der
Landwirtschaft und den Fortschritt im Umgang mit Big Data sowie Robotik- und
Sensorsystemen zur Verfiigung stehen (CABRERA et al., 2020; GUSTERER et al.,
2020). Die Untersuchungen konnten auBerdem durch priadiktive Modelle des
maschinellen Lernens und Kiinstliche Intelligenz sinnvoll ergénzt werden

(WISNIESKI et al., 2019; CABRERA et al., 2020; LASSER et al., 2021).

3. Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die Mutterschutzimpfung
gegen Neugeborenendurchfall NSE auf die Gebiarmuttergesundheit und
Fruchtbarkeit bei der Milchkuh bewirkt. Diese NSE basieren vermutlich auf
Mechanismen der Immunmodulation unter Beteiligung von zelluliren und
humoralen Anteilen vornehmlich des angeborenen Immunsystems. Die genauen
zugrundeliegenden Mechanismen, die eine erhohte Erkrankungsrate und eine
verringerte Fruchtbarkeit hervorrufen, lassen sich jedoch aufgrund fehlender
gezielter Untersuchungen nicht abschlieBend bewerten. Auch erlauben die
Ergebnisse der Studie keine Ableitung von Praxisempfehlungen fiir das
Impfmanagement. Dies lassen die als gering zu klassifizierenden Effektstiarken der
statistischen Modelle und weitere Limitationen der Studie wie der mdgliche
Dokumentationsbias nicht zu. Es ist auBlerdem darauf hinzuweisen, dass beim
peripartalen Impfmanagement insbesondere der Gesundheitsschutz des Kalbes im
Vordergrund steht. NSE beim Muttertier miissen demnach im Gesamtkontext
beurteilt werden. Fiir diesen Gesamtkontext ist zudem zu beriicksichtigen, dass die
umfangreichen Untersuchungen dieser Studie das betriebliche Management als den
malgeblichen Einflussfaktor fiir die Gesundheit und Leistung der Kuh identifiziert
haben.

Aus den Erkenntnissen dieser Studie ergeben sich weiterfiihrende Fragen zu den
mikrobiologischen immunologischen Mechanismen nicht-spezifischer Impfeffekte
in Bezug auf die Gebarmuttergesundheit und Fruchtbarkeit bei der Milchkuh.
Weiterfithrende Untersuchungen sollten die Interaktionen zwischen dem
Gedidchtnis des angeborenen und des erworbenen Immunsystems, die Rolle von

Lebend- und Totimpfstoffen sowie den Zeitpunkt der Impfung in Abhéngigkeit
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zum Abkalbetermin beriicksichtigen. Genexpressionsanalysen konnten hierbei die
zugrundeliegenden epigenetischen Modulationsmechanismen ermitteln. Die
Impfstoffentwicklung und -zulassung sollte in Zukunft die potentiell
unterschiedlichen Effekte von Lebend- und Totimpfstoffen in Betracht ziehen.
Sollten sich in weiteren Studien nachteilige Effekte von Mutterschutzimpfungen
mit Totbestandteilen bestitigen, wire dies ein weiterer bedeutender Hinweis auf
innate immune tolerance. Gesundheitsfordernde NSE von Mutterschutzimpfungen
durch Trainingseffekte (innate immune training), wie sie bereits bei der
Verwendung einiger Lebendimpfstoffe in der Humanmedizin dokumentiert sind,
konnten hingegen eine vielversprechende Mdoglichkeit zur Optimierung des

Transitmanagements darstellen.
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V1. ZUSAMMENFASSUNG

Caroline Kuhn (2025)

Immunmodulation durch Mutterschutzimpfung: Effekte auf

Gesundheit und Leistung von Milchkiihen im geburtsnahen Zeitraum

Die peripartale Phase der Milchkuh ist durch eine erhohte Anfélligkeit fiir Euter-
und Gebédrmuttererkrankungen sowie durch eine eingeschrinkte Immunkompetenz
gekennzeichnet. Die Mutterschutzimpfung gegen Neugeborenendurchfall wird
einige Wochen vor der Geburt appliziert, um das Kalb zu schiitzen, fallt jedoch in
diesen sensiblen geburtsnahen Zeitraum der Mutter. Mdgliche Effekte dieser
Impfung auf die postpartale Gesundheit und Leistung der Milchkuh wurden bislang
nur unzureichend untersucht. Hierbei riicken nicht-spezifische Impfeffekte (NSE),
die liber die antigenspezifische Immunantwort hinausgehen und die Anfélligkeit
gegentiber Infektionserregern beeinflussen, zunehmend in den wissenschaftlichen

Fokus.

Ziel dieser Studie war es deshalb, den Einfluss der Mutterschutzimpfung auf
postpartale Gesundheits- und Leistungsparameter von Milchkiihen zu analysieren.
Hierfiir standen Bestandsdaten von insgesamt 73.378 Kiithen aus 20
Milchviehbetrieben in Mecklenburg-Vorpommern, Brandenburg und Sachsen-
Anhalt aus dem Zeitraum zwischen Januar 2007 und September 2020 zur
Verfligung. Erginzt wurden diese Daten durch Gesundheits-, Milchleistungs- und
Reproduktionsdaten.  Zusédtzlich wurden Daten zum  Betriebs- und

Impfmanagement im Rahmen von Betriebsbesuchen erhoben.

Mithilfe von Decision tree-Algorithmen (Random Forest) wurde zunéchst eine
Hierarchisierung der Variablen (variable importance) vorgenommen, um die
Starke ihres FEinflusses auf die Gesundheits- und Leistungsparameter besser
beurteilen zu konnen. Im nichsten Schritt wurden dann alle geeigneten Pradiktoren
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Zielvariablen Mastitis, somatische Zellzahl,
energiekorrigierte 305-Tages-Milchleistung, Nachgeburtsverhaltung, Metritis,
Endometritis und Non-Return-Rate in univariablen generalisierten linearen
gemischten Modellen untersucht. Die anschlieBenden multivariablen Analysen zur

Untersuchung der Effekte der Impfung auf die genannten Zielvariablen wurden
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mittels generalisierter linearer gemischter Modelle durchgefiihrt. Fiir einige
Analysen wurde eine Teilmenge untersucht (primipare Kiihe, multipare Kiihe,
gesunde Kiihe, mit einem Totimpfstoff geimpfte Kiihe), um Storfaktoren zu
minimieren. Die urspriinglichen Analysen zum Vergleich von geimpften und nicht-
geimpften Tieren wurden zudem um die Variablen ,,Impfzeitpunkt* (friihe Impfung
zwischen acht und sechs Wochen vor Abkalbetermin; spate Impfung zwischen vier
und zweieinhalb Wochen vor Abkalbetermin) und ,,Art des Impfstoffes*
(Totimpfstoff; Kombination aus Tot- und Lebendimpfstoff) erweitert. Die
Variablen ,,Betrieb* und ,,Kalbejahr®, welche sich bereits im Random Forest-
Modell als einflussreichste Variablen herausgestellt hatten, wurden als
Zufallseffekte in den gemischten Modellen beriicksichtigt. Die geschachtelte
(nested) Struktur dieser Zufallseffekte erwies sich dabei als die geeignetste
Methode und wurde durch die Priifung mit dem Akaike-Informationskriterium
gestiitzt. Zudem wurde unter Beriicksichtigung der Modellleistung die manuelle
Riickwirtsselektion ausgefiihrt. Aufgrund der mit der GroBe des Datensatzes
einhergehenden erhdhten Wahrscheinlichkeit von Typ-1-Fehlern wurde der
Schwellenwert fiir den p-Wert individuell fiir jedes univariable und multivariable

Modell angepasst.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten keinen signifikanten Einfluss der
Mutterschutzimpfung auf Eutergesundheit und Milchleistung in der nachfolgenden
Laktation nachweisen. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass die Unterschiede
beziiglich Eutergesundheit und Milchleistung zwischen den Betrieben grofler ist als
zwischen geimpften und nicht-geimpften Kiihen. Dies unterstreicht den
dominierenden Einfluss von HerdenmanagementmalBnahmen auf die postpartale
Eutergesundheit. Die Impfung - insbesondere die Art des Impfstoffes sowie der
Impfzeitpunkt - hatte allerdings Effekte auf die Gebarmuttergesundheit und die
Fruchtbarkeit. Dabei hatten Kiihe, die mit einem Totimpfstoff geimpft wurden, eine
hohere Wahrscheinlichkeit an Nachgeburtsverhaltung, Metritis oder Endometritis
zu erkranken sowie eine geringere Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Besamung. Unter den Tieren, die mit einem Totimpfstoff geimpft wurden, zeigte
sich bei frither Impfung eine geringere Fruchtbarkeit im Vergleich zu spéter

Impfung.

Eine Limitation der Studie liegt in der Datengrundlage, die potenziell einem

Dokumentationsbias unterliegt. Dennoch weist die Studie methodische und
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statistische Stirken auf, insbesondere die Kohédrenz der verwendeten Pradiktoren
mit der Literatur. Zudem erwiesen sich die eingesetzten Modelle als flexibel und
stabil. In Kombination mit Machine-Learning-Algorithmen und hoher statistischer

Power untermauern sie die Robustheit der Ergebnisse.

Die in dieser Studie beobachtete erhohte Wahrscheinlichkeit von
Gebédrmuttererkrankungen sowie die reduzierte Fruchtbarkeit bei Kiihen, die mit
einem Totimpfstoff geimpft wurden, lassen sich vermutlich durch Mechanismen
der angeborenen Immuntoleranz erkliren. Die genauen immunologischen
Mechanismen bleiben jedoch spekulativ. Weitere Studien sind erforderlich, um die
Effekte von Lebend- und Totimpfstoffen, den Impfzeitpunkt in Relation zum
Abkalbetermin sowie die Rolle von Adjuvantien genauer zu untersuchen.
Experimentelle Studien unter Zuhilfenahme von Genexpressionsanalysen konnten

zudem die Immunantwort funktionell priziser beschreiben.

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse beziiglich NSE von
Mutterschutzimpfungen bei Milchkiihen im geburtsnahen Zeitraum sind neuartig
und geben wertvolle Hinweise fiir die weitere immunologische Forschung in
diesem Bereich. Bei der Impfstoffentwicklung konnte die Beriicksichtigung
angeborener Immunmechanismen und des angeborenen immunologischen

Gedichtnisses zukunftsweisend sein.
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VII. SUMMARY

Caroline Kuhn (2025)

Immunomodulation by prepartum vaccination: effects on the health

and performance of the periparturient dairy cow

The peripartum phase of the dairy cow is characterized by an increased
susceptibility to mammary and uterine diseases as well as reduced immune
competence. The prepartum vaccination against newborn calf diarrhea is
administered a few weeks before calving to protect the calf, but falls within this
sensitive peripartum period of the mother. The potential effects of this vaccination
on the postpartum health and performance of the dairy cow have rarely been
investigated so far. These non-specific effects of vaccination (NSE), which extend
beyond the antigen-specific immune response and alter the susceptibility to

infectious agents, are increasingly gaining attention in scientific discussions.

Therefore, the aim of this study was to analyze the influence of prepartum
vaccination on postpartum health and performance of dairy cows. For this purpose,
herd data from a total of 73,378 cows from 20 dairy farms in Mecklenburg-Western
Pomerania, Brandenburg and Saxony-Anhalt from the period between January
2007 and September 2020 were obtained. This data was assembled with milk
recordings, health and reproductive documentation. In addition, on-site surveys
were conducted to collect information on vaccination and herd management of the

farms.

Using decision tree algorithms (Random Forest), the variables were hierarchized
for variable importance. All eligible predictors were examined with regard to their
influence on the response variables mastitis, somatic cell count, energy-corrected
305-day milk yield, retained placenta, metritis, endometritis and non-return rate in

univariable generalized linear mixed models.

The subsequent multivariable analyses to investigate the effects of vaccination on
the response variables were carried out using generalized linear mixed models. For
some analyses, a subset was formed (primiparous cows, multiparous cows, healthy
cows, cows vaccinated with a non-live vaccine) to minimize confounding factors.

Furthermore, the comparison of vaccinated and non-vaccinated animals was
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expanded by the analysis of the effects of “time of vaccination” (early vaccination
between eight and six weeks before calving; late vaccination between four and two
and a half weeks before calving) and “type of vaccine” (non-live vaccine;
combination of non-live and live vaccine). The variables “farm” and “calving year”,
which had already proven to be the most influential variables in the variable
importance, were included as random effects. A nested structure of these random
effects was supported by the test with the Akaike information criterion. In addition,
manual backward selection was performed taking into account the model
performance. Due to the increased probability of type 1 errors associated with the
size of the data set, the p-value threshold was adjusted for each univariable and

multivariable model.

The results of the present study showed no significant influence of prepartum
vaccination on mammary health and milk yield in the subsequent lactation. Instead,
it was shown that the differences in mammary health and milk yield between farms
were greater than between vaccinated and non-vaccinated cows. This emphasizes
the dominant influence of herd management on postpartum mammary health.
However, vaccination - especially the type of vaccine and the time of vaccination -
had an effect on uterine health and fertility. Cows vaccinated with a non-live
vaccine were more likely to have retained placenta, metritis or endometritis and
were less likely to be successfully inseminated. Among those animals vaccinated
with a non-live vaccine, early vaccination resulted in lower fertility compared to

late vaccination.

A limitation of the study is its data base, which is potentially subject to a
documentation bias. Nevertheless, the study has methodological and statistical
strengths, in particular the coherence of the predictors with the literature. In
addition, the models proved to be flexible and stable. In combination with machine
learning algorithms and high statistical power, they underpin the robustness of the

findings.

The increased likelihood of uterine disease and reduced fertility in cows vaccinated
with a non-live vaccine observed in the present study can presumably be explained
by mechanisms of innate immune tolerance. However, the exact immunological
pathways remain hypothetical. Further studies are needed to investigate the effects
of live and non-live vaccines, the timing of vaccination in relation to calving and

the role of adjuvants. Experimental studies using gene expression profiling could
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provide a more precise functional description of the immune response after

vaccination.

The findings obtained in this study regarding NSE of prepartum vaccinations in
dairy cows are novel and provide valuable information for further immunological
research in this area. The consideration of innate immune mechanisms and innate

immunological memory could lead to innovations in vaccine development.
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