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EINLEITUNG

ATiere reden mit den Augen of't verng¢gnft

(Ludovic Halévy, franzdsischer Dramatiker). Im Gegensatz zu menschlichen
Patientinnen fehlt den tierischen die Fahigkeit der Verbalisierung. Damit einher

geht das Unvermdgen die Unwahrheit zu sprechen.

So stiutzt sich dieSchmerzerkennung bei Nutztieren hauptsachlich auf eine
Kombination vorverhaltenstechnischen und physiologischen Reaktionen, obwohl
diese sehr subjektiv und schwierig zu quantifizieren $IBHODASARA et al.,
2022. Das stoische Wesenmon Rindernund die Fahigkejt Schmerz und
Unbehagemn hohem Mal3eu maskieren, machtrea Bewertung umso schwieriger
(HUDSON et al., 2008

Die subjektive Schmerzerkennung stitzt sich auf das Ethogramm, die visuelle
Analogskala (VAS), die numerische Rati8gala (NRS) undlie Beurteilung des
Gesichtsausdrucks Das Erheben von Parametar wie mechanische
Schmerzschwelle (MNT), Aktivitdt, Schrllonitoring mittels Pedometer,
AugentemperatuMessung, Herzfrequenz, Futteraufnahme, durchschnittliche
tagliche GewichtszunahmkKpnzentrationen vosubstanz RSP)undallen voran
Cortisol, gelten als objektive Mittel zur Schmerzerkenn{rf§CHONER, 202

Der Cortisolspiegel steigt jedoch sowohl bei schmerzbedingtem als auch bei
klassischem Stress (umweltbedingt, haltungsbedingt, transportbedingt etc.) an.
Simultane Messungen detaBmakonzemnationen vonSP und Cortisolkénnten

sich zur Differenzierung als nitzlich erweisg@OETZEE et al., 2008 Es wird
angenommen, dass SP eine hdhere Objektivitat als Biomarker zur Erkennung von
Nozizeption aufweist, als CortisQIVHITLOCK et al., 2012.

SP ist ein sensorischer Neurotransmitter aus der Familie der Tachykinine und
bestehtaus 11 Aminosaure(CHANG et al., 1971 SP reguliert die Erregbarkeit

der rozizeptiven Neuronen des Dorsalhorns und kann in bestimmten Bereichen der
Neuroachse gefunden werden. Diese Bereiche sind wiederum bei der Integration
von Angst, Stress und Schmerz involvié€lEEVANE, 200). Studien aus der
Humanmedizinkonnten SP auf3erdem sowolgntziindungsférdede Effekte
(O'CONNOR et al., 2004als auch eine Beteiligung bei Depressiof@ONDY et

al., 2003 GERACIOTI et al., 200pund stressbedingten AbortefOACHIM et al.,
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2001, TOMETTEN et al., 2004 nachweisen. Daten aus Tierversuchen, welche
verminderte SHonzentrationen in mehreren Gehirnarealen als Folge von
Therapien mit verschiedenen Antidepressiva bel¢g§etiRAYAMA et al., 1996,

stizen diese Feststellung zuséatzlich.

Seit 2008 wurden mehrere Studieom Verlauf vonSPKonzentrationenbei
adulten Rindern und Kalbernahrendverschiedene{schmerzhaftg Eingriffe
veroffentlicht. Studienplanung, Gruppeneinteilung, Alter und Gewicht der Tiere,
Verarbeitung der Blutprobernur Beurteilung von SP, und die Ergebnisse waren
jedoch uneinheiticHTSCHONER & FEIST, 2022 An dieser Stelle fehlt es an
grundlegender, vergleichbarer Forschung, um die Rolle von moglichen

Einflussfaktoren auf SRonzentrationen beim Rind nadher definieren zu konnen.

Diese Dissertation ist Bestandteil eines dreiteiligen Forschungsprojekts, welches
sich mit dem Einfluss der Faktoren Stress, Schmerz und Entziindung -auf SP
Konzentrationen beim Rind beschaftigt. Die vorliegende Arbeit hat den Faktor
Stress zum Gegenstand.iekbei wurden 4 bis 6 Wochen alte, mannliche
Fleckviehkalber einem Stressreiz (in Form eines Herzultraschalls in einem
Zwangsstand) ausgesetzt und Konzentrationen von sowohl SP als auch Cortisol,

und Glukose, und verschiedene andere (Verhajieasametesimultan gemessen.

Ziel des Forschungsprojekts ist es zu untersuchen, durch welche Reize (Stress,
Schmerz, Entziindung) sich die-8Bnzentrationen beim Rind verandern, womit

die Rolle von SP als Biomarker fur Nozizeption bestatigt werden kénnte.
Die Ziele der vorliegenden Studie waren daher

1) die SP-Konzentrationim Blutplasma gesunder Kalber der Rasse Deutsches
Fleckvieh die einem Stressreiz ausgesewnhd im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe zu bewerten.

2) festzustellenpb es eine Korrelation zwischen den-&éhzentrationenn Blut-

und Speichelproben gibt.

3) eine mogliche Korrelation voBRKonzentrationen und Cortisolkonzentrationen
im Blutplasma und Verhaltensdnderungen wahrend und nach dem

Versuchszeitraum zu beschreiben.
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L ITERATURUBERSICHT

1. Stress

1.1. Definition

Es existiererzahlreicheverschiedene Definitionen von Stressr Figle als Vater

der Stressforschung geltend, war es Hans Selye, der den Begriff Stress erstmals in

das medizinische Lexikon aufnehmenfliand ihn als eine nicht spezifische

Antwort des Korpers auf jegliche Anforderung besch(iBAN & YIP, 2018). So

wurde eine Stressreaktion in drei nacheinander ablaufende Phasen eingeteilt:
Gefahr, Widerstand und Erschopfung (AAS = Allgemeines Anpassungssyndrom

bzw. im englischen als GAS, general adaption syndrome, beK&itY E, 1936.
Nachdemweitere Forschung hinsichtlich des Strdsenzepts betrieben wurde,

hiel't Sel ye ei ne Unterteilung des Stre
Asystemi schen Stressfi un(®ELRH Kjal en Stres:

Diese Begriffe werden wie folgt definigiitU et al., 202):

EustressReprasentiert guten Stress. iBt ein Zustand der Homdéostase, der
durch maRige StressfaktoremB. innerhalb der hermetischen Zoecht
beeintrachtigtwird. Diese Stressfaktoren kdnnen wiederum eine leichte
Stressreaktion auslosen, welche die Pufferkapazitdt der Homoostase

verbessert und die Gesundheit fordert.

Distress: Reprasentiert schlechten Stress. Es ist ein Zustand der
Homoostase, der durch starke Stressfaktoren erheblich beeintrachtigt wird.
Diese Stressfaktoren kdnnen wiederum eine schwerwiegende Stressreaktion
auslosen, welche die Homoostase verschlechtert, diedGesundheit

gefahrdet.

Systemischer StresSystematisch im gesamten Korper auftretemStress,

unabhangigvom Ursprung der Stressoren. Beispielswegsrotionale
Verédnderungn die die Aktivierung derHypothalamusHypophysen
NebennierenrindeAchse (HHNA-Achse, im englischen HPA =

hypothalamiepituitary-adrenocortical axis) auslésen, werden als
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emotionaler Stredsezeichnet.

Lokaler StressNur am Ort des Stressoréirsprungs auftretender Stress.

Stress, derdurch die Anhaufung von ungefalteten Proteinen im
endoplasmatischen Retikulum ausgeldst wird, whieispielsweiseals

endoplasmatischer Retikulgtressbezeichnet.

Obwonhl die Arbeit Selyeszweifelsfreials Pionierleistung in der Stressforschung
anzuerkennen ist, sind gewisSehwacherseiner Theorie nicht von der Hand zu
weisen(KROHNE, 2017%. Vor allem das Konzept der unspezifischen Auslésung
des AAS (MASON, 1975bh 1975¢ 19753 und der fehlende Einbindung von
psychologischen Faktoren, wie Erwartungen, Bewertungen und
Bewaltigungsmalinahmen bei Stressreaktionen, wurden bem@mgeRRUS &
LAUNIER, 1978.

Ein aktuelles Stresskonzept ist das der Allostase, welche als eine Erweiterung der
Theorie der Hamostase betrachtet WMCEWEN & SEEMAN, 2002. Der
Ausdruck AAll ostaseh beschreibt di e Fanh
grundlegende Prozessanderungen aktiv an voraussehbare und unvorhersehbare
Ereignisse anzupassebDiese Anpassungsreaktion ist vorerst adaptiv, kann bei
sogenannter fal |l ost at iBs cektreme kérgedicheb el a st u
Anforderungen) jedoch ernsthafte pathophysiologische Probleme verursachen
(MCEWEN & WINGFIELD, 2003.

FRASER et al.(1975) diskutiertenschlief3lich verschiedene Defiibnen und
Stresskonzepte bezogen auf die Veterindrmediaut ihnen befindet sich ein Tier
im Stresszustand, wems gezwungen ist, abnormale oddremeAnpassungen in
seiner Physiologie oder seinem Verhalten vornehmemissn um unglnstige

Aspekte seiner Umgebung oder seines Managerhemtgltigen zu kbnnen.

Weder Stress noch Schmerz kann von Tieren verbalisiert werden, weswegen hier
auf Beurteilung verschiedene Parameter wie dem Verhalten oder Biomarkern im

Blut zurtickgegriffen werden muss.

1.2. Physiologie des Stresses

Im Laufe der Zeit wurde zunehmend deutlich, dass Tograuso wie Menschen,
Stress empfinden unauchahnliche Krankheite entwickeln(MOBERG, 2000.
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Der heutigeWissensstand Uber die zentralnervése Verarbeitung von Stressoren und
damit der zentralnervosen Mechanismen der Stressreaktion stammt dabei zum
Grofiteil aus Tierstudien. Im Humanbereich sind dagegen noch viele Fragen
ungeklar(PRUESSNER et al., 2010

In der Stressforschung werden vor allem zwei Teilsysteme oder Achsen untersucht,
die in belastenden Situationen die Reaktionen des Organismus hormonell
regulieren die HypothalamudNebennierenmarikchse (HNA-Achse, im
englischen SAM = sympath@drenomedullary axisund die Hypothalamus
HypophyserNebennierenrindeAchse HHNA-Achse, im englischen HPA =
hypothalamiepituitary-adrenocortical ax)s (NETTER, 2005 GUNNAR &
QUEVEDO, 2006. Das optimale Funktionieren der SAMnd HPASysteme wird

durch komplementare GAktivierung erreicht (BAUER et al., 2002
WADSWORTH et al., 2010

Weitere wichtige Strukturen der Stressreaktion sind diemygdala, der
Hippocampus sowie der prafrontale Kortex. Diese sind Teilstrukturen des
sogenannten limbischen Systems, das unter anderem fiur die Emotionsverarbeitung
entscheidend ist. Der prafrontale Kortex kann sowohl aktivierende als auch
hemmende Wirkungen ausuben, wahrend dieydaala die oben genannten
Achsen aktivier{ VON DAWANS & HEINRICHS, 2018.

In der HNA-Achse bewirkt eineentralnervose Aktivierung des Sympathikus eine
direkte Ubertragung der Erregung auf die Organe und eine Ausschiittung der
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin durch die Aktivierung des
Nebennierenmarkdass eine gesteigerte Belastung des Korpers mit gesteigerter
Aktivitat des Nebennierenmarks einhergeht, hatte beit@ANNON (1915)
festgestelltDie Katecholamindgnabenwiederumeine aktivierende Wirkung auf die
Atmung, die Herzleistungsowie den Fett und Kohlenhydratstoffwechsel
(Notfallfunktion), wodurch der Organismus verstarkte Kampbder

Fl ucht r e ak-oriflightreena o tAif o rgsh {KRORNE,©200F. c k e | t

Betrachtet man die HNA-Achse, spielvor allem die Ausschittung von Cortisol

eine grol3e Rolle. Hier flhrt das Stresssignal zunachst zu einer Freisetzung von
CorticotropinReleasingHormon (CRH) aus dem Hypothalamus, welches
wiederum die Hypophyse zur Ausschittung des adrenocorticotropen hRrmo
(ACTH) anregt. ACTH gelangt schlie3lich durch die Blutbahn zur Nebenniere und
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veranlasst das Nebennierenmark zur Freisetzung von CdBi8tE & VALE,
2004 VON DAWANS & HEINRICHS, 2018.

2. Stress und Nozizeption

2.1. Messung von Stress und Nozizeption

Die genaue Bewertung von Stress und Schmerz ist ein wichtiger Teil der
Gewaéhrleistung eines guten Wohlbefindens von Rin@iiNDER et al., 2018

Eine alleinige Messung von Stress und Schmerz gestaltet sich jedoch oft schwierig,
da NozizeptionnebenSchmerzauch zu Stressfilhrt (COETZEE et al., 2008
Zudem sinddie Parameter zur Messung von Stress und Schmerz fast ident und
konnen sich gegenseitig beeinflussen. evhinderte Aktivitat, gesenkte
Kopfhaltung, Z&ahneknirschen und eine erhdhte Atemfrequegaten
beispielsweisesowohl als Schmefzals auch als Stressindikat®EINHOFER
(2013)

Stress und negative affektive Zustande, wie Angst oder Deprdssimmeinen
komplexen Einfluss auf Schmerzen, die entweder adaptiv und tberlebenswichtig
(stressinduzierte Analgesie, SIA) oder maladaptiv (stressinduzierte Hyperalgesie,
SIH) sein kénner{IMBE et al., 2006 FORD & FINN, 2008 ASMUNDSON &

KATZ, 2009 BUTLER & FINN, 2009 WIECH & TRACEY, 2009 JENNINGS

et al., 2014 OLANGO & FINN, 2014. Zudem kdnnen akute, sowie chronische
Schmerzzustande zu Stress und Angststérungen fiBEOFF et al., 2021

Um Stress bzw. generelles Unbehagen bei eili@ngenau zu beurteilen, istut
GRANDIN (1997) eine Kombination aus Verhaltensind physiologischen
Messungen am besten geeigiégtnlich verhalt es sich bei der Schmerzmessung,
bei welcher, aufgrund der multifokalen Einflisseeine Kombination aus
subjektiven und objektiven Parametern empfohlen wurd zuverlassige und
umfassend&rgebnisse zu erhaltdWWEARY et al., 2006HUDSON et al., 2008

Im Folgenden werden die Parameter zur Schmerzmessung erklart,avobder

jeweilige Einfluss von Stress bertcksichugid diskutiertwird.
2.1.1. Subjektive Methoden

Subjektive Schmerzerkennung hangt stark von der Erfahrung und Einschatzung der
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untersuchenden Person ab, weswegen gut ausgebildete und erfahrene
Untersucherinnen unerlasslich fur eine gute Beurteilung SIHWDSON et al.,

2008. Die erfassten Verhaltensweisen sollten klar definiert sein. Aufgrund von
hoher Verhaltensvariabilitéat sind Ergebnisse nur bei einer grol3en Anzahl von
Versuchstieren aussagekrafffRASER & BROOM, 1990 HUDSON et al.,

2008. AuBerdem deutet das normale Verhalten eines Tieres nicht immer auf einen
schmerz und/oder stressfreien Zustand hin,ddes Maskieren von Schmareder
Wildnis auch dazu diepRaubtieren zu egehen(BOMZON, 201).

2.1.1.1.Ethogramm
Laut PRUNIER et al. (2013) konnen bei einer Schmerzreaktion5
Verhaltensindikatoren unterschieden werden, wobei die ersten 4 darauf abzielen,
den schmerzhaften Reiz abzuschwéacbew. zu vermeiden. Dazu zahlen: 1)
Vermeidungsund Abwehrverhalten, 2) LautdufR3erungen, 3) Verhaltensweisen, die
sich gegen den schmerzhaften Bereich richten, 4) Ko&rperhaltungen und
Verhaltensweisen, die dazu dienen, die Stimulation des schmerzhaften Bereichs zu
reduzierenDie funfte Kategorigeallgemeine Veranderungen in der Aktivitat der
Tiere, bezieh sich auf Verdnderungen der Aktivitat, Bewegungslosigkeit oder
Unruhe, Fressen, Trinken, Sozialverhalten und Korperpflege.

In Bezug auf Stress hat sich die Forschung auf zwei Reaktionsmuster konzentriert
(JURKOVICH et al., 2024 Die aktive Reaktion, die urspringlich v&ANNON

(1935) al s AKampf -Redkéon beBchrielwet twirde und durch
Territorialkontrolle und Aggression gekennzeichnet(MENRY & STEPHENS,

1977 und die ErhaltungfRickzugsReaktion(ENGEL & SCHMALE, 1972, die

durch passive Reaktionen wi@mobilitat, Urinieren,Kotabsatzund ein geringes

Malfl3 an Aggression gekennzeichnet(\i$AN REENEN et al., 2006FORKMAN

et al., 2007.

Da sich Stress, Schmerz und Angst gegenseitig beeinfludsENKE &
ERHARDT, 200), ist es schwierig Schmerz und Stress isoliert voneinander zu
beurteilen Einschrankungen der Verhaltensbeobachtung bestehen mitunter durch
die Schwierigkeitschnell auftretende VerhaltensweisenrBzOhrenbewegungen)

zum Zeitpunkt des Geschehdmsrekt zu erfasse(ALTMANN, 1974). Studien
haben aBerdemgezeigt, dass die Prasenz eifepbachtendeMenschendas
Verhalten von Rindern beeinflusSERIGNARD et al., 2000ISHIWATA et al.,
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2006. Aufgrund dieser Einschrankungen erfolgt die Uberwachung dieser
Verhaltensweisen in der Regel durch VideoanalyS&lEURER et al., 2013

2.1.1.2.Facial Grimace Scale
Dasstoische Wesermon Rindernund die FahigkejtSchmerz und Unbehagem
hohem MalRRezu maskierengestaltet die Messung derselben umso schwieriger
(HUDSON et al., 2008 Forschung an anderen, vermeintlich stoischen Tierarten,
wie Pferden(DALLA COSTA et al.,, 2014 GLEERUP et al., 2015b Ratten
(SOTOCINAL et al., 201}, Mausen(LANGFORD et al., 201pund Kaninchen
(KEATING et al., 2012, wiesen eine gute Voraussagbarkeit von Schmerz bei
subtilen Verhaltensanderungen auf, wozu IBEACH et al. (2012)auch der
Gesichtsausdruck z2hlt. Nach (BLEERUENnt wi c k|
et al., 2015bwurde erstmals auch an einer Schmerzskala fur Rinder gearbeitet, die
das ABovine Pai(BLEFRUR e dl., 2019aDie Gesictesskalen
beider Tierarten beruhen auf Veradnderung der Ohren, der Augen, der
Gesichtsmuskulatur und des (Flotz)ma@$.EERUP et al., 2015&LEERUP et
al., 2015h. Das Schmerzgesicht bei Rindern n@8hEERUP et al. (2015a)

charakterisiert sich durch:

1) Angespannte und nach hinten gerichtete, oder hangende, lammahnliche
Ohren.

2) Ausdruckslose Augen, angespannter Blick und mit halb geschlossenen oder
hangenden Augenlidern. Die Anspannung der Augenmuskulatur kann sich
durch AFurchenlinienfi ¢ber dem Auge z

3) Verspannungen der Gesichtsmuskulatur an der Seite des Kopfes

4) Gewei tet e, angespannte Nasenl °cher, ¢

sehen sein kdnnen.

Die Anwendung der Grimac&cale zur isolierten Messung von Schmerz hat
allerdings ihre Grenzen, da auch die Anwesenheit eines/einer Beobacea*

die Umgebung des Tieres die Aufmerksamkeit und den Gesichtsausdruck
beeinflussen, und verschiedene Ausdriicke dabei auch schmerzunabhangig
auftreten konne@OHNSTON et al., 2032Die Anwesenheit einer beobachtenden
PersonKARLEN et al., 2019, sowie die Umgebung in der sich das Tier befindet
(unter anderem verschiedene auflere Umstdnde und Managementtechniken

(OGINO et al., 201}, haben eine unmittelbare Steigerungen des Cortisolspiegels



Il. Literaturiibersicht 9

zur Folge und kénnen somit als Stressreiz betrachtet wehdeginer Studie
verbrachten La&mmer, die ein verwandtes Lamm mit Schmerzen beobaahithen,
Zeit mit nach hinten gerichteten OhrEBBUESGEN, 201pals Kontrolltiere was
auchalsein Indikator fir einen negativen emotionalen Zustand im Zusammenhang
mit Schmerzemngesehen wurd6&GUESGEN et al., 20)6Diese Beispiele zeigen,
dass auch Stress durch negative Emotionen einen Einfluss auf den
Gesichtsausdruck haben konnen.

2.1.1.3.Numerische RatingSkala und visuelle Analogskala
Sowohl numerische Ratin§kala (NRS) als auch die visuelle Analogskala (VAS),
stammen ursprunglich aus der Humanmedizin und sind unidimensionale single
item-Skalen, welche eine Einschatzung zur Schmerzintensitat /&imes
PatientefPatientinliefern HAWKER et al., 201}

Die numerische Ratin§kala (NRS) wird Ublicherweise verwendet um die
Schmerzintensitat zu einem bestimmten Zeitpunkt anhand einer Skala von 0 bis 10
zu bewerten, wobei O Akeine Schmerzenh
Sc hmer z e n(BRBV&KdeEal, 208F In der Humanmedizin wird die NRS

in vielen Klinischen Bereichen der ambulanten Pflege regelméaiig zur
Schmerzerkennung eingesetzfNUGENT et al., 202}l und kann entweder
graphisch oder verbal erfasst wer@diLLIAMSON & HOGGART, 2005. In der
Veterinarmedizin findet diese Skala meist in Erhebungen zur Schmerzbeurteilung
bei erwachsenen Rindern und Kalbern Verwendyi@CHONER, 2021
Nachteile sind eine mangelnde Spezifitat, da es sich um simple Beschreibungen
handelt, die stark gewichtet werddMATHEWS, 2000 und eine geringe
Sensitivitaf durch die starke Vereinfachung der Kategorien des Aktivitatsniveaus
(GRISNEAUX et al., 1999 Die Bewertung der Schmerzhaftigkeit, die ein Tier
empfindet, hangt zudem von der Erfahrung und der Einstellung der untersuchenden
Person ab(HUDSON et al., 2008 Beispielsweise stufen praktizierende
Tierarztinnen(KIELLAND et al., 2009 LAVEN et al., 2009 REMNANT et al.,

2017 TSCHONER et al., 202Qbund StudentinnedKIELLAND et al., 2009
TSCHONER et al., 202Qkdie Schmerzintensitat bestimmter Erkrankungen und
Eingriffe als hoher ein, als ihre mannlichen Kollegen. Zudem konnte gezeigt
werden, dass auch ein hohes Level an Empathie zu einer hdheren Einstufung der
Schmerzintensitat fUh(NORRING et al., 2014
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Die VAS wird als 1cm langelinie dargestellt, die durch verbale Beschreibungen
vonAk ei ne S bihhmneuwamschlinmsteav or st el | b afilet Schmer :
(KIELLAND et al., 2009 KIELLAND et al., 201Q. In der Humanmedizin wird
der/die Patientin gebeten, einePunktzu markieren, undie Schmerzintensitat
anzugeben (WILLIAMSON & HOGGART, 20095, waéhrend in der
Veterinarmedizinder/die Beobachtermi auf diese Weise die Schmerzhaftigkeit
eines Tieres beurte(MATHEWS, 2000. In der Kleintiermedizirwurde die VAS

in vielen Schmerzstudiemerwendet, z. B. bei Hundé@mAYLOR & HOULTON,

1984 WATERMAN & KALTHUM, 1992; LASCELLES et al., 1997und Katzen

(SLI NGSBY & WATERMAN )PEeARRENO Rindet died\PAS
Anwendung bei der Einschatzung der Schmerzhaftigkeit nach verschiedenen
Eingriffen wie Kastratioren (OLSON et al., 2016 MELENDEZ et al., 2017
MELENDEZ et al., 2018 oder EnthornungenMIRRA et al., 2018. Dariiber
hinaus wurde die Skala in mehreren Umfragen zum Thema Sahinmsaizétzung

bei Kélbern verwendet, bei denen verschiedenkeankungen und Eingriffenhand

der VAS bewertet wurde(KIELLAND et al., 2009 KIELLAND et al., 2010
WIKMAN et al., 2013. Die VAS hat sich in Studien zur Schmerzbeurteilung als
eine empfindliche, reproduzierbare und praktikable Methode erw(@8E&BEN et

al., 1986. Allerdings musslieuntersuchendBersonwie auch bei der NRS, bereits
Erfahrung mit der Beurteilung von Schmerz und der Anwendung der VAS haben
(MATHEWS, 2000Q. Insgesamt wird die VAS bei Rindern als informativer
angesehenals die NRS (KIELLAND et al, 2009. Ergebnisse eime
Ubersichtsarbeiton TSCHONER et al. (2024)eigen jedoch, dass der Vergleich

der beiden Skalen schwierigf. Zudem gibt es sowohl in der Humaals auch in

der Veterinarmedizin Faktoren, welche die Beurteilung akuter Schmerzen
beeinflussen koénnen. Bezogen auf die untersuchende Person sind dies
beispielsweise der soziale und/oder der berufliche StatusJi@asdas Geschlecht,

der Grad der Empathie und der Bildungsst@idEFELI & ELFERING, 2006
HUXLEY & WHAY, 2006; LAVEN et al.,, 2009 NORRING et al., 2014
REMNANT et al., 201Y. Beim Tier kdnnen Faktoren wie die Tierart, das Alter, die
Rasse, das Geschlecht und auch das Vorliegen friherer Pathologien einen Einfluss
haben(HUGONNARD et al., 200%

Eine Stressreaktiodes Tieres kandie Beurteilung anhand von Schme$kalen

potentiellbeeinflussenBeispielsweise kann sowohl die menschliche Anwesenheit
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(etwa in Form der beobachtenden PergblifMSWORTH & COLEMAN, 2010,
als auch sanfter Korperkonta@ROBST et al., 20)3%u einer Stressreaktion bei

Rindern fuhren.
2.1.2.  Objektive Methoden

Die objektive Bewertung von Schmerzzustanden kann durch die Beurteilung von
physiologischen un@roduktionsfaktoreerfolgen(WEARY et al., 200% Zu den
physiologischen Parametern gehéren Biomauiier Cortisol (COETZEE et al.,
2008 KARLEN et al., 2019 oder SP(COETZEE et al., 2008COETZEE et al.,
20121, sowie klinische Parameter wie Herzfrequenz und Herzfrequenzvariabilita
(BUSTAMANTE et al., 2015STOCK et al., 2016 Die gleichen Parameter spielen
auch bei der Messung von Stress eine wichtige Réllalen Produktionsfaktoren
zéhlen dieTageszunahmen bei MastkalbefiRARLEN et al., 2019 und die
Tagesmilchleistung(BARRAGAN et al.,, 2018 Bei Kalbern kommt die
Milchaufnahme als Parameter fur Str¢&JTHERLAND et al., 2018 und
Hitzestress(DADO-SENN et al., 2020hinzu, wobei sichdiese auch bei der
Entstehung von KrankheitfUTHERLAND et al., 2018COSTA et al., 2021

und somit auch unter Einfluss von Schiméndert. Auchdie Aktivitat ist ein
Parameter, welcher bei Kalbern sowohl zur Messung von schmerzhaften Zustanden
(CURRAH et al., 2009GIGLIUTO et al., 2014 als auch von Stregénzahl der
gegangener Schritt¢HALEY et al., 2005 eingesetzt wirdEiir eine Ubersicht der
objektiven Methoden zur Schmerzmessung big@®EHONER (2021undFEIST

and TSCHONER (2023)ine genaue Ubersicht.

2.1.2.1. Aktivitat

Die Aktivitat, sowie verschiedene Aktivitatsmustekonnen bei Rindern und
Kalbern objektiv durch den Einsatz eines Accelerometers gemessen werden
(OLSON et al., 2016 Accelerometer werden waagrecht an einer Gliedmalde
befestigt, wobei je naclGeratetypverschiedene Sensorausgaben wie Stehen,
Liegen, Gehen oder Anzahl an SchrittBAULY et al., 20120LSON et al., 2016
erfasst werderMit Blick auf das vergangene Jahrzehnt fanden Accelerometer vor
allem bei Kalbern zur Messung von Veranderungen der Aktivitath
unterschiedlicherschmerzhafterverfahren Anwendung (WHITE et al., 2008
HEINRICH et al., 2010COETZEE et al., 2012&%AULY et al., 2012THEURER
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et al.,, 20120LSON et al., 2016

Eine weitere Methode zur objektiven Aktivitatsmessung bestel@ebrauchvon
Pedometern. Sie stellen eines den meisen genutzten Sensorsysteme der
Milchviehhaltung dar(SHEPLEY et al., 20))7und wurden auch in aktueller
Literatur zur Anwendung bei Kalbern beschrielRAYER et al., 2020. Ahnlich

wie beim Accelerometer kann das Pedometer an einer beliebigen Gliedmalde
befestigt werdeCURRAH et al., 2009PIELER et al., 20L3NVHITE et al., 2013
COETZEE et al., 20140COETZEE et al., 2014awobei die Liege Steh und
Gehaktivitaten, einschlief3lich der Anzahl der Schriibatinuierlich aufgezeichnet
werden Die Datenerfassung durch Einsatz von Pedometern wird in zahlreichen
Studien z. B. bei schmerzhaften Eingriffen wie Kastratiormim Kalb(CURRAH

et al., 2009 PIELER et al., 201,3COETZEE et al., 2019bbeschrieben. Laut
DEVANT et al. (2012hat jedoch auch der nainerKastration verbunden Stress
eine dauerhaftduswirkungin Form einereduzierterkdrperlichen Aktivitat zur
Folge. Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen der von Rindern
zurlckgelegte Distanz und stressigézw. unangenehmen Situatien, wie einer
Kastration,bestehefD GERME | KAl T A ).é\tch detStressna2h0dans
Absetzen (HALEY et al., 2003 kann die Anzahl der Schritte bei Kalbern
beeinflussenNicht zuletzt flhrt auchlitze-Stresszu akuten Auswirkungeauf die
Aktivitat, wobei vermehrt&tehzeign, ebenso wie langeRauhezeiten in schattigen
Bereicherbeobachtet werden konntdrOVARELLI et al., 2023.

2.1.2.2. Trankeaufnahme bzw. Futteraufnahme
Die Futteraufnahmé&ann air Bewertung von Schmerzen bei Kalbern verwendet
werden(BATES et al., 2015WINDER et al., 201, wobei auch akute Krankheiten
(und die damit verbundenen Schmerzen) zu einer verminderten -Futter
Trankeaufnahme fuhrefMILLMAN, 2007). LautDUTHIE et al. (2021%sind die
Unterschiede im Fitterungsverhalten am HoOhepunkt der Erkrankung am
deutlichsten. Aber auclstress(SUTHERLAND et al., 201B und Hitzestress
(DADO-SENN et al., 2020kdnnen zu Veranderungen der Milchaufnahme fihren.

Die Milchaufnahmevon Kélbernwird jedoch auchvon vielenanderenFaktoren
unter anderemdem Fltterungsmanagement, dem sozialen Umfeld und der
Bereitstellung fester Nahrungeeinflusst (MILLER-CUSHON & DEVRIES,

2015. Beispielsweise kann digetreuungspersonnd die jeweilige Menscfiier-
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Beziehungeinen erheblichen Einfluss auf die Milchaufnahme von Kalbern haben.
So besteht lautWAIBLINGER et al. (2003) EBINGHAUS et al. (2018)ein
Zusammenhang zwischen Einstellung und Verhalten der Betreuungsperson und
dem Grad der Angst des Tieres vor dem Menscbendadurch hervorgerufene
hormonelle Stressreakhayeht mitnegative Auswirkungen auf die Leistung, das
Wohlbefinden und as Handling einher und ist miitnem erhohten Risikdur
Verletzungenfur Tier und Menschverbunden(MACK, 1980, RUSHEN et al.,
1999h RUSHEN et al., 1999aLENSINK et al., 2001 HEMSWORTH &
COLEMAN, 2010.

2.1.2.3.Cortisol
Das GlucocortikoidCortisol ist ein Produktder HPA-Achse welches eine
wesentliche Rolle bei der Regulierung der biologischen Systeme des Kérpers spielt
(SAPOLSKY et al., 2000LUPIEN et al., 2009 Cortisol kannin verschiedenen
Untersuchungsmaterialieme Blut, Speichel, Urin und Fakalien gemessen werden
(COOK, 2012. Auch die spezifischen Eigenschaften vbélaarCortisol als
potenzielles Instrument zur Messung der langfristigen Aktivitat der-HEse
wurden sowohl in der Humanmediz{RUSSELL et al.,, 20L,2STALDER &
KIRSCHBAUM, 2012 als auch bei RindeffGONZALEZ-DE-LA-VARA MDEL
et al.,, 2011CREUTZINGER et al., 20, HEIMBURGE et al., 202puntersucht.

Die Exposition gegeniiber Stressoremdamit einer erhéhten Aktivitat der HRA
Achse in Verbindung gebraghtweswegendie Cortisolkonzentrationenim
Allgemeinen aldndikator fir Stress angeseheerden(DALLMAN et al., 1987,
SAPOLSKY et al., 2000 In der Humanmedizigilt Cortisolals Schlusselindikator

fur psychischen StresgTSIGOS & CHROUSOS, 2002und Depression
(MONROE, 2008 SCHMIDT et al., 2011 Bei Wiederkduern ist Cortisol der
wichtigste objektive Parameter fiur die Bewertung von Stress, aber auch flr
Schmerz (COETZEE et al.,, 2008 Bei Kalbern wurden Messungen der
Cortisolkonzentrationen sowohl zur Stressmessday'Y et al., 1992 COOPER

et al, 1995 LITTLEJOHN et al, 201p als auch zur Messung von
schmerzbedingten Distre¢STILWELL et al., 2008 HEINRICH et al., 2009
OLSON et al., 201peingesetzt. Bei der Unterscheidung von Stress und Schmerz
zeigt sich eine bedeutsame Einschrdnkung von Cortisol, d&€aktisolspiegel
sowohl durch schmerzbedingten Streats auch durch Stress aufgrund von
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Handhabung(BOANDL et al.,, 1989 LESTER et al.,, 1991 menschlicher
Anwesenheit und Bewegungseinschrank(K®yRLEN et al., 2019, individuellem

und angstbedingtem VerhaltdBRISTOW & HOLMES, 200J sowie durch
Unterschiede im Management oder der auferen Umgd@@BINO et al., 2014
ansteigt. Zudem kann eine erhohte  HPAktivitat auch  durch
Stoffwechselprozesse, positive affektive Zustdnde, Paarungsverhalten und
korperliche Aktivitat verursacht werdegfORMEDE et al., 2007 RALPH &
TILBROOK, 2018§.

Bei der Unterscheidung zwischen Stress und Nozizeption, erwiesen sich
gleichzeitige Messurem der Plasmakonzentrationen vdortisol und SPals
hilfreich (COETZEE et al., 200&ARLEN et al., 2019.

2.1.2.4.Substanz P
SP ist ein sensorischer Neurotransmitter aus der Familie der Tachykinine
(DEVANE, 200)), besteht aus 11 Aminosauré€@HANG et al., 1971 und kann
aus Blut (meist PlasmalTOYODA et al., 2002 COETZEE et al., 20Q8
RODRIGUEZ et al.,, 2013 Liquor cerebrospinalifRUSSELL et al., 1994
GERACIOTI et al., 2006JOHANSSON et al., 20)5und seltener aus Speichel
(NICOLODI & BIANCO, 1990 MAYER, 2019 und Urin(AL TUNT Ak et al

2014 gewonnen werden.

In der Humanmedizin gilt SP vorrangas Vermittler vonNozizeption, spielt
jedoch auch bei EntzindungeiiXU et al., 2000 O'CONNOR et al., 2004
psychologischem Stress (Depressio(BONDY et al., 2003GERACIOTI et al.,
2006 posttraumatische BelastungsstorungeémBS) (GERACIOTI et al., 2006
und bei stressbedingten Aborf@®ACHIM et al., 2000 TOMETTEN et al., 200%
eine Rolle. Beim Wiederkduer fehlt Grundlagenforschung. Hier gilt SP als
objektiver Parameter zu Messung von Nozizep{@GOETZEE et al., 2008und

wurde zum Grol3teil nur wahrend und nach schmerzhaften Eingriffen untersucht.

2.1.2.5.Glukose
Bei Wiederkauermwird eineerhéhte Glucosekonzentration im Blut als Folge einer
Fluchtreaktion und durch verschiedene Stressfaktoren besch(MhH#PRON et
al., 2005. Die Glukosekonzentrationen kdnnen allerdings aiwich verschiedene
andere Faktoren beeinflusst werd@CHOLZ, 1990. Beispielsweisavirkt sich
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die Milchaufnahmeauf die postprandiale Glukosekinet{icERRITS, 2019 und
somitauf die postprandiale Plasmaglukose bei Milchkalbern(@HAFFARI et
al., 2017%. Weiters kann die Glukosekonzentration be2ndogene
Glukoseproduktion durch Glukoneogenese in der LEBAMMON et al., 2003,
durch das Altervon Kalbem (OMIDI-MIRZAEI et al., 201% und durch das
Temperament der einzelnen Ti¢BAJRDICK SANCHEZ et al., 2010beeinflusst
werden.Verschiedene Studien, die in den letzten Jakwen ThemaAuswirkung
von Hitzestress auf den Glukosespiegel durchgefuhrt wurden, zzigemeinen
signifikanten Ruckgang des Blutzuckerspieghlsch Hitzestresbeim Milchvieh
(RHOADS et al., 200OWHEELOCK et al., 2010BAUMGARD et al., 201).

2.2. Unterschied zwischen Stress und Nozizeption

Eine genaue Abgrenzung von Nozizeption und Stress ist schwiargighl Stress,
Schmerz und Angst gegenseitig beeinflussen (HENKE & ERHARDT, 2D@bkgi
wirkt Schmerz stark aktivierend auf die Stressreakti@iRICH-LAI &
HERMAN, 2009. Stressist ein wichtiger Modulator der Schmerzwahrnehmung
und -reaktion(VACHON-PRESSEAU, 2018 Unter normalen Bedingungen sind
die Schmerzund Stressreaktionen adaptive und schiitzende Prozisssch in
Allostase befindefMCEWEN & WINGFIELD, 2003 MCEWEN, 2017. Bei
Uberbeanspruchung und Dysregulation solcher Prozessals Reaktion auf die
kumulative Belastung durch Stressoren (schmeder nicht schmerzbezogen)
kann esjedoch z u einer all ostatischlmmeBel ast u
(MCEWEN & WINGFIELD, 2003 GUIDI et al., 2020RABEY & MOLONEY,
2022.

Beim Wiederkauer sind subjektive sowie objektive Methoden zur Messung von
Schmerz und Stress in vielen Punkten deckungsgleich. Hinzu kommen die stoische
Natur von Rindern und das Bemuhen, Schmerzen zu verb@igHdSON et al.,

2008.

Eine Untersuchung vOBOETZEE et al. (2008)eigte jedoch zum ersten Mal auf,
dass SP als objektiver Biomarker fur Nozizeption verwendet werden éarde
SRPKonzentrationen bei chirurgisch und scheinkastrierten Kallsagnifikante
Unterschiede aufiesen wahrenckes bei derCortisolkonzentrationen zwischen den
Gruppen keine Unterschiedah Seitdem werden simultane Messwap Cortisol
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und SPempfohlen,um zwischenakutem Stress aufgrund der Handhabung und
Stress aufgrund von Nozizeptiaru unterscheide{COETZEE et al., 2008
KARLEN et al., 2019.

3. Substanz P und Stress

3.1. Definition und Historie von Substanz P

SP wurde erstmals 1931 beschrieberEAlt ER and GADDUM (1931gine nicht
identifizierte Substanz (dam&Géhsnudddepr ess
Darm von Pferden isoliegh, und ihr stark hypotensive Eigenschaften, sowie
Effekte auf die Kontraktilitat glatter Muskulatur zuschrieb&ADDUM and
SCHILD (1934)nannten diesen neuen Wirkstoff Substanz P, wobei sich P auf das
nach dem Extraktionsverfahren erhaltene Pulver bezeldBECK (1953)konnte

hohe Konzentrationenieser Substanzin der dorsalen Wurzel des Riickenmarks
nachweisen, weswegen SP erstmals mit Schmerzibertragung in Verbindung
gebracht und als neuronaler sensorischer Transmitter definiert wurde. Im Jahr 1971
definierte CHANG et al. (1971)die Aminosauresequenz von SP (aus dem
Hypothalamus eines Rindes) afsA fPp-Lys-ProGIn-GIn-PhePheGly-Leu
Met-NH2A. Im gleichen Jahr gelanREGEAR et al. (1971}ie erfolgreichen
Peptidsynthese von $S®as genauere Untersuchungen zu weiteren Funktionen von
SP im Nervensystem ermdglichte. Seit 1983 ist SP als Mitglied der Familie der
Tachykinine eingestuffERSPAMER, 1988

In der Humanmedizin wurden umfangreiche UntersuchuagesP durchgefihrt
(RUPNIAK & KRAMER, 1999 DEVANE, 2003 HUNT & MANTYH, 2001) und

es existieren zahlreiche Studien die auf eine breite Verteilung von SP im zentralen
und peripheren Nervensystem von Saugetieren schlieRen [ECEELLO &
KANAZAWA, 1978; CHI et al., 2018 IFTIKHAR et al., 2020, wobei SPvon
sensorischen Neuronen im dorsalen Horn der Wirbelsaule und im Gehirn freigesetzt
wird (HOKFELT et al., 197% Dariiber hinaus kommt SP in Korperfliissigkeiten
wie Blut und Liquor cerebrospinalisvor (KO et al.,, 2022 SP wird von
Nervenzellen synthetisiert und sezern(®&®© et al., 2022 und scheint vorrangig
Schmerzsignalezu Ubertragerund als Vermittler vonNozizeption zu dienen
(POTTER et al., 196JESSELL, 1982VERSEN, 1998. SPkonnte auch in nicht
neuronalen Zelltypen, wienurinen MakrophagefPASCUAL & BOST, 1990
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BOST et al., 1992 humanen EndothelzellgINNIK & MOSKOWITZ, 1989;
MILNER et al., 1990, eosinophilen Granulozyt§ALIAKBARI et al., 1987 und
Leydigzellen aus humanen und murinen Hod&HIWAKATA et al.,, 199)
nachgewiesen werden. Humaogmphozyten undvonozyten sind zudem in der
Lage das Sf#en zu exprimieren und SP zu produziefid® et al., 1997LAl et
al., 19998. Es gibt Hinweise darauf, dass SP physiologischevarftaltensbezogene
Stressreaktionen im Gehirn moduliert. B#udien an Ratten induzierte Skta¢h
zentraler  Verabreichung) ein  Muster von  kardiovaskularen  und
verhaltensbezogenen Reaktionen, dien Reaktionen auf Stressreize ahneln
(UNGER et al., 1988CULMAN & UNGER, 1999 und spielt insbesondere bei
PTBS (GERACIOTI et al.,, 2006)und DepressionefBONDY et al., 2003;
GERACIOTI et al., 2006gine Rolle.

Bei Wiederk&auern beschrieb@OETZEE et al. (20083P erstmals als objektiven
Biomarker fur Nozizeption, der bei schmerzhaften Eingriffeie Kastration
(DOCKWEILER et al., 2013VINTLINE et al., 2014, Enthornund ALLEN et al.,

2013 STOCK et al., 2016 Nabeloperationen(TSCHONER et al., 2018
Schwanzkupieren (MAYER, 2019 und elektrischer Schmerzstimulation
(TSCHONER et al.,, unpublishedbei Kalbern sowie Elektroejakulation
(WHITLOCK et al., 2012 Ovarektomie (LAUDER et al.,, 202D und
endoskopischeAbomasopexig TSCHONER et al., 2020aeim erwachsenen
Rind untersucht wurde. Diese Eingriffe sind allerdings nicht nur schmerzhatft,

sondern sie gehen auch mit Stress und Entzindung einher.

3.2. Bisherige Forschungsarbeit zu Substanz P

In der Human und Labortiermedizin existieren umfassende Studien zur
Erforschung von SP, die in vielen Bereichen der Tiermedizin fehlen bzw. rar sind.
Im Gegensatz zur Rindermedizin wurde SP in der Humanmedizin in einer Vielzahl
von Studien erforscht. Ein Anstieg der-BBnzentration konnte beispielsweise bei
Krankheiten wie Fibromyalgie(RUSSELL et al, 1994 und Alzheimer
(JOHANSSON et al., 20)5beobachtet werden, wohingegen die Huntington
Krankheit einen Abfallder SPKonzentrationemmit sich bringt (EMSON et al.,
1980. Bei ParkinsoAPatientenkommt eszu einer starken Abnahme von -SP

immunoreaktiven NeurongiGAl et al., 199)
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Beim Pferd beschaftigen siginige Studien mit der Verteilung von SP im Darm
(BURNS & CUMMINGS, 1993DOMENEGHINI et al., 2004 In den letzteawel
Jahren wurde SBeim Pferdedoch auch auf seine Eigenschaften als potentielle
Stress (SCHOLLER et al., 2023zw. SchmerzmarkefGRUBER et al., 2024ei
Koliken untersuchtBei Wiederkauern wurde SP fast ausschlief3lich zur Messung
von Nozizeption eingesetzt. Beginnend mit einer Studie QQETZEE et al.
(2008) wurden seitdem verschiedene Studien lUber schmerzhafte Verfahren bei
Rindern und Kalbern durchgefiihrt. Die -BBnzentrationen in den Studien
variieren jedoch(COETZEE et al., 2008 TSCHONER et al., 2020a Eine
Ubersichtsarbeit voirTSCHONER and FEIST (2022bietet eine detaillierte
Zusammenfassung verschiedener Eingriffe und deren Auswirkungen auf-die SP
Konzentrationen. Die  Vergleichbarkeit der -BBnzentrationen der
unterschiedlichen Studien ist durch die Heterogenitat Stesliendesigs, der
Gruppierungder Tiereund der eingesetzteVerfahren schwierig. Zudem wurden

in den meisten Studie zuséatzlich zu SRrerschiedeneandere Parametezur
Beurteilung der Nozizeptiomerwendetweswegenlie Bewertung von SP nicht im
Mittelpunkt der Studienstand(TSCHONER & FEIST, 2022 In Bezug auf die
Versuchstiere wurden grof3e Unterschiede in den SP Konzentrationen zwischen den
einzelnen Kalbern festgeste{COETZEE et al., 2008TSCHONER et al., 2018

Auch das Alter(DOCKWEILER et al., 2018und das Temperament der Tiere
(KASIMANICKAM et al., 2018 haben Auswirkungen auf die S®nzentration

bei Rindern. Hinweis auf eine altersabhangige Anderung defo®Rentration
zwischen erwachsenen Rindern und Kaélbern gibt eine kurzlich veréffentlichte
Studie von LANDINGER et al. (2024) die zeigte, dass adulte Kuhe signifikant

hohere SP Konzentrationen aufwiesen als Kalber im Alter von 14 bis 21 Tagen.
3.3. Forschung zu Substanz P in Verbindung mit Stress
3.3.1. Forschung zu Substanz P und Stress in der Humanmedizin

Tiermodelle habengezeigt dassSP alsReaktion auf Stress freigesetafird
(DEVANE, 200). Laut EBNER and SINGEWALD (2006)6sen emotionale
Stressoren die tmivo-Freisetzung von SP in bestimmten Hirnregionen (Amygdala,
laterales Septum, Nucleus accumbelbscus coeruleus) aus, von denen eine

Beteiligung an Stressind Angstmechanismen bekanntlsierbei ist insbesondere
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die Amygdala von entscheidender Bedeutudg diesdir die Verarbeitung von
Emotionen(einschlie3lich Furcht und Angstustandig is{AGGLETON, 1993
LEDOUX, 199§, und SPhaltige Neuronen sowie NKRezeptorenn diesem
Bereichbesonderstark ausgepragind (LJUNGDAHL et al., 1978ROBERTS et
al., 1982 NAKAYA et al., 1994 RIBEIRO-DA-SILVA & HOKFELT, 2000).

In einer Studie zeigte sich signifikant erhdhte SfKonzentrationen im Liquor
cerebrospinalis voKriegsveteranemit schwerer PTSD, im Vergleich muLiquor
gesunder Freiwillige(GERACIOTI et al., 2006 Der deutliche Anstieg der SP
Konzentration wahrend und nach symptomauslésenden, nicht aber nach neutralen
Reizen, deutedarauf hin, dass die Freisetzung von SP im ZNS am Mechanismus
der akuten PTBSymptome beteiligt ist undSP im ZNS auf akuten
psychologischen Stress reagi@ERACIOTI et al., 2006

Bei Studien zu SP und ihrer Beteiligung an Depressionen konnte ebenfalls erhéhte
SRKonzentratioen bei depressiven Pati¢iminen im Vergleich zurgesunden
Kontrollgruppe beobachtet werddBONDY et al., 2003 GERACIOTI et al.,

2009

3.3.2.  Forschung zu Substanz P und Stress bei Labortieren

Studienzu SP bei Labortieresind zahlreich. Unter anderem konnte mit Hilfe von
Tiermodellen eine Freisetzung von SP als Teil der Reaktion auf Stress aufgezeigt
werden(DEVANE, 200)). Ergebnisse einer Studie an Mausen YGACHIM et

al. (2001)weisen darauf hin, dass ein durch Stress verursachter Abort tber SP
vermittelt wird. Zudem kann eine Blockade de&3PRezeptorsdurch eine
verminderte Produktion von TN&pha durch CD8+ -“Eellen einem Abort
vorbeugen. Diese Ergebnisse zu SP stimmen mit denen einer Studie von
TOMETTEN et al. (2004)uberein, in der ebenfalls signifikant erhohte- SP

vermittelte Abortraten nach Stresssituationen verzeichnen konnten.

JOACHIM et al. (2006) veroffentlichten eine Studie, die sich mit der
Hochregulierung vomNF-alphadurch Stress undPSin einem Mausmodell far
allergische Atemwegsentzindundegschaftigte. Dabei fihrte Stress in Form von

Larm zu einer Stimulation der SExpression iratemwegpezifischenNeuronen.

KAWANA et al. (2006)wollten Uberprifen, ob SP an einer streglizierten
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Degranulation von dermalen Mastzellen beteiligt ist. Sowohl Stress (in Form einer
elektrischen Stimulation), als auch emotionaler bzw. psychologischer Stress hatten
einen signifikanten Anstieg der Degranulation von dermalen Mastzellen und eine

Zunahme deBSP-positiven Nervenfasern zur Folge.

Weiters konnte bei Studien an Ratteachgewiesen werden, dass eine Blockierung
von NK-1-Rezeptoren (Besetzung der Bindungsstelle) oder die genetische Stérung
von NK-1-Rezeptoren (Blockierung der Sibertragung) die Auswirkungen von
Stress verringern und damit eine anxiolytische und/oder antidepressive Wirkungen
erzielt werden kan(EBNER et al., 2008

3.3.3.  Forschung zu Substanz P und Stress bei Pferden

Nach der erstmaligen Isolation von SP aus dem Pferdd@hER & GADDUM,

1931 beschaftigten sich weitere Studianit der Verteilung und Rolle im
Intestinaltrakt des Pferdes. SP konnte spéater in Neuronen des submukdsen Plexus
(BURNS & CUMMINGS, 1993 DOMENEGHINI et al.,, 2004 und in
Nervenfasern des Plexus myenteriounsl der Tunica mucosa (in Verbindung mit

der Muscularis mucosaédDOMENEGHINI et al., 200% nhachgewiesen werden.

Dies weist daraufhin hjndass SP mit einenregenderiReaktion der Muscularis
mucosaen Verbindung gebracht werden kal(OMENEGHINI et al., 2004

Neben einer Studie Uber erhdhte lshzentrationen in osteoarthritischer Gelenke
(KIRKER-HEAD et al., 200pexistiert nur wenig Forschung tber SP bei Pferden.
Ein aktuelle Studie vorSCHOLLER et al. (2023)eschaftigt sich mit der
Evaluation von SP als Stressmarker. Bei der Studie wurden usid
Cortisolkonzentrationen wahrendvérschiedeneStressstuferfvon Stufe 1: mit

losem Nasenriemen gerittene Pfetnle Stufe 4:mit engem Nasenriemen und
OvergroundEndoskop)yemessen. Zwischen den Cortisolkonzentrationen und den
unterschiedlichen Stressstufen konnte ein linearer Verlauf beobachtet werden. Es
zeigte sich allerdings keine Korrelation zwischen detK8Rzentrationen und den

Stressstufen.

Eine weitere Arbeit untersuchte SP als potentiellen Biomarker fir schmerzhafte
Zustande bzw. als prognostischen Faktor bei KolikBRUBER et al., 2024
Wahrend die Cortiseund Laktatkonzentrationen mit déquine Acute Abdominal

Schmerz Skala korrelierten, gab es zwischen der Skala und SP keine Korrelation.
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Die Autor*innen schlieRen daraus, dass SP in diesem Fall kein zuverlassiger

Parameter zur Schmerzmessung bei Pferd zu sein scheint.
3.3.4. Forschung zu Substanz P und Stress bei Hund und Katze

Bei Hundund Katze fokussiert sich die bisherige Forschung zu SP und deren
Anstieg vor allem auf Schme(8CHAIBLE et al., 1990YOON et al., 2019 aber

auch aufentzindliche Prozes¢POLIDORO et al., 2017 Im Hinblick auf Stress

ist eine Studie voBHAIKH et al. (1993erwahnenswert, bei welcher die Rolle von

SP im defensiven Wutverhalten von Katzen untersucht wurde. Ergebnisse dieser
Studie unterstutzen die Hypothese, dass die mediale Amygdala einen starken
erregenden monosynaptischen Input fir den medialen Hypothaldimudie
Auspragung von defensivem Wutverhalten liefarid dass diesdviechanismus
zumindest teilweise Uber SP vermittelt wiGHAIKH et al., 1993 Obwohl der
Fokus auf Aggression lag, sind solche Verhaltensweisen oft mit Stress und Angst
verbunden, was auf eine indirekte Verbindung zwischen SP und stressbedingtem

Verhalten hindeuten kann.
3.3.5.  Forschung zu Substanz P und Stress in der Rindermedizin

Zurzeit existiert eine Uberschaubare Menge an Studien zu SP bei Wiederkauern.
Der Grol3teil dieser Studien wurde an Ka&lbern durchgefuhrt, bei erwachsenen
Tieren ist die Datenlage begrenfinen umfangreichen Uberblick é@b an
Wiederkauern durchgefiihrten Studien zu SP bietet eine ArbeiT S&HONER

and FEIST (2022)

Bisher wurde SP fast ausschlief3lich in Verbindung mit schmerzhaften Zustanden
erfasst. Da sich Schmerz und Stress allerdings gegenseitig beein{lHESKE

& ERHARDT, 200)), mussen schmerzhafte Zustande immer als eine Kombination
aus Schmerz und Stress angesehen werden. Arbeiten zu Stress als isoliertem
Einflussfaktor auf SP wurden bisher nur im Rahmen weniger StudielAbin
ENGEN et al. (2014)VAN ENGEN et al. (2019¥urchgeflhrt.

VAN ENGEN et al. (2014)VAN ENGEN et al. (2019)untersuchten den Einfluss
von Transportstress auf Kalo@fAN ENGEN et al., 201pundMastbullen(VAN
ENGEN et al., 2014 wobei die Tiere entwedéiber einen Zeitraum vod (VAN
ENGEN et al., 201Poder 16 StundefVAN ENGEN et al., 201%transportiert
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wurden. In beiden Studien kam es zu einem Anstieg dé¢ddRentrationen direkt
nach dem Transport. Bei den Cortisolkonzentrationen gab es keine signifikanten
VeranderungeitVAN ENGEN et al., 2019 bzw. einen Abfal(VAN ENGEN et

al., 2014. In beiden Studien wurden jeweils zwBlutproben entnommeii
unmittelbar nach dem Transpound 5 Tage spatéd/AN ENGEN et al., 201
bzw.vor und unmittelbar nach dem Transp®™AN ENGEN et al., 2019 Weitere
Fragestellungen waren die Wirksamkeit einer vor dem Transport verabreichten
MeloxicamBehandlung auf verschiederomarker und die Morbiditat, die
Leistung und die &hlachtkérpereigenschaft€(dAN ENGEN et al., 201pund auf

den Einfluss auf Krankheiten, wie der Rindergrippevine respiratory disease

BRD) (VAN ENGEN et al., 2013 weshalb der Einfluss von Stress auf SP in diesen

Studien nicht uneingeschrankt beurteilt werden kann.

Das Problem der fehlenden Mobglichkeit der Vergleichbarkeit verschiedener
Studien durch Einsatz von Medikamenten besteht auch bei einer Studie von
TSCHONER et al. (2020a)Gegenstand dieser Untersuchumgaren die
Auswirkungen eineApplikation von Xylazinvor einer endoskopischen Fixation
des Labmagens nach Janowatr Behebung einer linken Labmagenverlagerung
aufverschiedene Stressmarker im Blutplasma, unter anderem Cortisol uDteSP.
Cortisolkonzentrationen der mit Xylazin behandelten Tiere waren zu allen
Zeitpunkten niedriger als die der mit einem Placebo behandelten Kontrollgruppe.
Hinsichtlich SP gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppsdiber hinaus
wurde in beiden Gruppen zu keinem Zeitpunkt eine Korrelation zwisdea
Cortisol und SPKonzentrationen festgeste(ISCHONER et al., 2020a
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P, cortisol, and behavior in calves — A pilot study
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The aim of this pilot study was to investigate the effects of a stressful stimulus on plasma substance P concen-
Cattle trations (PSPC), salivary substance P (SSPC), plasma cortisol (PCC), and glucose concentrations, behavioral
Glucose parameters, and milk intake in calves. Animals in STRESS (n = 12) were exposed to restrainment in a crush and

g;‘:sonozraphic examindtion ultrasonographic examination. Animals in CON (n = 12) remained in their igloo. Sampling was done prior (60
Simsenta min before, 0 min), during (5 to 30 min), and after stimulation (35 min to 2 h). Activity and milk intake were

assessed over 24 h; behavior during the stimulus and at sampling times. PSPC and PCC did not differ between
groups. In STRESS, PSPC were significantly lower at 5 and 20 min compared with 60 min before. SSPC were
below the sensitivity of the ELISA in 34 % of samples. SSPC were significantly higher in CON compared with
STRESS at 0, 5, 10, 20, and 30 min, and at 2 h. In STRESS, SSPC were significantly lower at 30 min compared
with 60 min before. There was no correlation between PSPC and SSPC. PCC were significantly higher at 20 min
compared with 60 min before in STRESS, and significantly lower at 10 and 25 min compared with 60 min before
in CON. Glucose concentrations were significantly lower in STRESS compared with CON at 5 and 10 min and

differed significantly within groups. “Ear

™, “limb mo ", and “urination” was significantly higher

in STRESS compared with CON. Milk intake and activity did not differ between groups.

1. Introduction

In bovine medicine, cortisol has been considered as the predominant
objective parameter for the assessment of stress and pain for a long time
(Coetzee et al., 2008). However, cortisol levels rise due to both pain-
related stress as well as distress due to handling and other factors
(Karlen et al., 2021). Previous research showed that simultaneous
measurements of plasma concentrations of both substance P (SP) and
cortisol should be done to differentiate between stress and nociception
(Coetzee et al., 2008; Karlen et al., 2021).

SP is a sensory neurotransmitter of the family of tachykinins
(DeVane, 2001) and consists of 11 amino acids (Chang et al., 1971). In
2008, SP has been described as an objective biomarker for nociception in
cattle (Coetzee et al., 2008). However, research in human medicine
showed that SP also has pro-inflammatory effects (O'Connor et al., 2004)
and is considered as an inflammatory marker (Xu et al., 2000).
Furthermore, SP regulates the excitability of the nociceptive neurons of
the dorsal horn and can be found in specific areas of the neuroaxis,
which are involved in the integration of anxiety, stress, and pain

* Corresponding author.
E-mail address: t.tschoner@lmu.de (T. Tschoner).

https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2025.105751

(DeVane, 2001). Studies showed that post-traumatic stress disorder
(PTSD) (Geracioti et al., 2006) and depression (Bondy et al., 2003) were
associated with increased SP levels. (Ebner and Singewald, 2006)
demonstrated that emotional stressors trigger the in vivo release of SP in
brain areas known to be implicated in stress and anxiety mechanisms.
According to (DeVane, 2001), animal models have shown that SP is
released as a part of the response to stress. However, all the above-
mentioned studies either originate from research in humans or have
been conducted in laboratory animals. In bovine medicine, SP has been
used as a biomarker for nociception, and its course has been assessed
during various painful procedures such as castration (Dockweiler et al.,
2013), dehorning (Allen et al., 2013), umbilical surgery (Tschoner et al.,
2018), and tail docking (Mayer, 2019) in calves, and electroejaculation
(Whitlock et al., 2012), ovariectomy (Lauder et al., 2020), and endo-
scopic abomasopexy (Tschoner et al., 2020) in adult cattle — all of which
are pain- as well as stressful, and result in inflammation. No basic
research on SP as a biomarker for nociception in the bovine has been
done so far.

Echocardiography is described to be the most useful tool for the

Received 12 March 2025; Received in revised form 2 June 2025; Accepted 5 June 2025
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diagnosis of (congenital) heart diseases, and can be easily performed in
calves (Mitchell and Schwarzwald, 2016).

The hypothesis of this study was that stress in form of restrainement
and an echocardiography result in an increase of cortisol, glucose, heart
rate, and respiratory rate, but not substance P. The objectives of this
pilot study were to 1) evaluate plasma substance P concentrations
(PSPC) in healthy German Simmental calves which were submitted to a
stressful stimulus in form of restrainment in a crush and an ultrasono-
graphic examination of the heart, compared with a control group, 2)
assess if there is a correlation of SP concentrations in samples taken from
blood and saliva (SSPC), and 3) describe plasma cortisol concentrations
(PCC), glucose concentrations, and changes to heart rate, respiratory
rate, and behavior during and after the trial period.

2. Material and methods

The ethics committee of the government of Upper Bavaria approved
all the experimental procedures of the current study (reference number
55.2-2532-Vet_02_20-188). The care and use of all experimental animals
complied with local welfare laws, guidelines, and policies. The present
study is a pilot study. Therefore, 12 animals were included per group, as
recommended by (Hertzog, 2008; Julious, 2005; Van Belle, 2008).
Sample collection was done from January 2023 to May 2024. Each an-
imal was subject to a different study day. The experiment was conducted
at the Clinic for Ruminants with Ambulatory and Herd Health Services,
Bavaria, Germany (48°14'31.202" N, 11°32'54.469" E).

2.1. Animals and group assignment

In the present study, a total of 24 calves were included. All calves
were male and of the German Simmental breed (at least >75 %). Ani-
mals were bought from farms in Bavaria, either directly (n = 2) or viaa
market (n = 22) in Miesbach, Germany. On the day of purchase, calves
were 33 + 3 (28 to 38) days old and weighing 80.3 + 6.8 (70 to 105) kg.
To be able to assess PSPC concentrations without any interference of
nociception or inflammation, all calves needed to be clinically healthy to
be included in this study.All animals were clinically examined before
being purchased. Immediately after arriving at the Clinic for Ruminants
with Ambulatory and Herd Health Services, the calves were subjected to
a clinical examination and blood samples were taken for a laboratory
blood analysis. Furthermore, all animals where treated with a live vac-
cine for Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) and Bovine
Parainfluenza-3 (PI3) infection (2 ml/calf intranasally, Bovilis® Intra-
Nasal RSP™ Live, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleiheim, Ger-
many) (except animals 4, 5 and 6) and vitamin E and selenium (2-4 ml/
calf s.c., Vitamin E + Selen, Bela-Pharm gmbH & Co. KG, Vechta, Ger-
many) (except animals 4 and 5) on the day of arrival, and with Diclazuril
(1 mg/kg BW orally, Diacox® 2,5 mg/ml, Virbac Tierarzneimittel
GmbH, Bad Oldesloe, Germany) (except animals 4, 5 and 6) on the
following day. Exclusion criteria for the trial were acute or chronic
diseases and/or treatment with an antibiotic or NSAID within 48 h prior
to the trial. Treatment of calves with either antibiotics or analgesics
prior to the trial is given in Appendix A. The study was conducted as a
randomized controlled trial, calves were either allocated to the trial
group (STRESS, n = 12) or the control group (CON, n = 12). Random-
ization consisted of a lottery with equal numbers of lots for CON and
STRESS in sealed envelopes, which were kept locked. On the day before
each trial, one envelope was randomly chosen by one of two authors (TT
or MF) for group assignment. Due to the study setting, researchers knew
the group assignment of the animals during the trial.

2.2. Housing and husbandry
Calves were housed in individual igloos with visual and hearing

contact to other calves. Calves were kept on straw and had free access to
water, hay, mineral licks and concentrates during the entire time. Calves
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bought from local markets were fed with whole milk due to not knowing
the feeding management at their original farm, calves originating from
the Research- and Teaching Center Achselschwang with milk replacer,
which was fed ad libitum at the farm of origin. Depending on the feeding
management, all calves were fed 3 (to 6, Achselschwang) times per day
(07:00 a.m., 12:00 p.m., 07:00 p.m.) with 31 (21 for 6 feeding times) of
milk per feeding. Milk intake was determined as volume (liters) of milk.
For comparison between groups, milk intake was assessed in percentage.
All animals were examined by a veterinarian at least once daily.

2.3. Acclimatization period

Upon request of the government of Upper Bavaria, calves received an
acclimatization period of 9.25 + 2.93 (7 to 15) days until the day of the
trial. On the day before the trial day, a clinical examination was carried
out and calves were then sedated with xylazine (0.02 mg/kg BM i.v.;
XYLAZIN 2 % Bernburg®, Serumwerk Bernburg, DE). The skin was
locally infiltrated with 2 ml procaine 2 % (Procasel-2 %, Selectavet,
Germany) and a 16-gauge x 15 cm catheter (PUR infusion catheter,
Walter Veterinar - Instrumente e. K., Baruth/Mark, Germany) was
placed in the right jugular vein. Blood samples were taken to determine
PCV, hemoglobin, leukocyte count, total protein, and glucose.

2.4. Experimental setup

On the day of the trial, clinical examination was done at 08:00 a.m.
At 08:45 a.m., calves of the STRESS group were brought into the ex-
amination room and put into a crush in a standing position, with their
heads fixed with a halter. The area around the heart was then clipped.
From 09:00 a.m. to 09:30 a.m., animals assigned to STRESS were
exposed to a stressful stimulus, which consisted of restrainment in a
crush and an ultrasonographic examination of the heart using an ul-
trasonic device (LOGIQ P6 PRO, GE Healthcare Japan Corporation,
Japan) with a cardiac probe. The echocardiography was not done for
any diagnostic purposes, as all animals were clinically healthy, but as an
additional stressor to the restrainement in the crush. At 09:35 a.m.,
calves of the control group were moved out of the crush and then led
back into the igloo at 09:40 a.m., where they stayed until the end of the
trial. Animals of CON remained in their igloo for the whole duration of
the trial. The setup of the trial is given in Fig. 1.

2.5. Collection of blood and saliva samples

Schedule of collection of blood and saliva samples is presented in
Table 1. Samples are referred to as time from the baseline (60 min
before) in hours and minutes. Prior to each blood sampling, the intra-
venous catheter was flushed with 5 ml of 0.9 % saline. It was then
flushed with blood for 3 times, and 5 ml of blood were discarded. Blood
samples were then taken with a new syringe and a bloodgas tube, and
the catheter was flushed again with 10 ml of 0.9 % saline. Blood samples
for assessment of PSPC and PCC were transferred to 2 ml EDTA tubes
right after sampling. EDTA tubes for SP samples were spiked with 9 pl
aprotinin per tube and were kept in a refrigerator or on ice at all times.
Blood samples for both SP and cortisol were kept on ice and brought to
the laboratory of the Clinic for Ruminants with Ambulatory and Herd
Health Services. All samples were centrifuged within 2 h after blood
collection (4 °C, 1600 xg for 15 min). Blood plasma was kept at —80 °C
until analysis.

To investigate a less invasive way of assessing SP concentrations in
cattle, saliva samples for SSPC were taken using salivettes (Sarstedt AG
& Co. KG, Niimbrecht, Germany), which were put in the calf's mouth to
be chewed on for 1 min as described by (Mayer, 2019). These samples
were immediately transferred to the laboratory for centrifugation (4 °C,
1000 xg for 2 min). Aprotinin was added after centrifugation (Mayer,
2019) Samples were stored at —80 °C until analysis.
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Fig. 1. Experimental setup for the assessment of the effect of a stressful stim-
ulus on substance P, cortisol, and glucose concentrations, as well as behavioral
parameters, activity, and milk intake in healthy German Simmental calves. The
housing and handling was the same for all calves except during the stressful
stimulation. Calves in the control group (A, CON, n = 12) were left in their igloo
for the whole duration of the trial. Calves in the trial group (B, STRESS, n = 12)
were stressed by being submitted to restrainment in a crush and an ultraso-
nographic examination of the heart.

Table 1

Schedule of sampling to assess substance P, cortisol, and glucose concentrations
in the blood plasma, and substance P concentrations in the saliva in n = 24
German Simmental calves submitted to either a stressful or a sham stimulus.

Time Sample Procedure

08:00 a.m. +00:00 Baseline, in igloo

09:00 a.m. +01:00 Standing in crush

09.05 a.m. +01:05 Ultrasonographic examination of heart in crush
09:10 a.m. +01:10

09:15 a.m. +01:15

09:20 a.m. +01:20

09:25 a.m. +01:25

09:30 a.m. +01:30 Standing in crush

09:35 a.m. +01:35 Standing next to crush

09:45 a.m. +01:45 After being brought back to igloo
10:00 a.m. +02:00 In igloo

10:30 a.m. +02:30

11:00 a.m. +03:00

2.6. Substance P, cortisol, and glucose analysis

Determination of PSPC and salivatory SP concentrations were done
using a Substance P ELISA kit (ENZO®, Enzo Life Sciences GmbH, DE) as
done previously by (Landinger et al., 2024; Tschoner et al., 2020).
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Optical densities were determined in duplicate, and means were used for
the calculation of concentrations. Lower and upper limits of quantifi-
cation for the Substance P ELISA Kit were 9.8 pg/ml and 9,687.6 pg/ml.
The sensitivity was 102.3 pg/ml and the intra- and interassay coefficient
of variation was calculated to be <28 %; otherwise, a repeat measure-
ment was performed, with an interassay of 26 %.

For determination of PCC, a Cortisol ELISA Kit (DRG Instruments
GmbH, DE) was used. Optical densities were determined in duplicate,
and means were used for the calculation of concentrations. Lower and
upper limits of quantification for the cortisol ELISA Kit were 153.0 pg/
ml and 9910.0 pg/ml. The sensitivity was 501.9 pg/ml and the intra-
and interassay coefficient of variation was calculated to be <16 %;
otherwise, a repeat measurement was performed, with an interassay of
40 %.

Blood samples for assessment of glucose concentrations were
analyzed right after sampling using the RAPIDPoint®500e Blood Gas
System (Siemens Healthineers International AG, Ziirich, Switzerland).
Body temperature for glucose analysis was taken rectally with a ther-
mometer prior to the first blood sample of the trial.

2.7. Assessment of physiological parameters and behavior

Behavioral scoring was done at all sampling times and always by the
same person (HK). Behavioral scoring included the assessment of
physiological parameters (heart rate (HR), using a stethoscope), respi-
ratory rate (RR, standing on the right side of the animal and counting
the breaths), and an ethogram including the evaluation of behavior,
dorsal line of the back, and expression of eyes, nose, and ears, modified
according to (Feist et al., 2008; Gleerup et al., 2015). Individual aspects
of behavior were recorded as either “yes” or “no” (Appendix B). From 0
min to 35 min (09:00 a.m. to 09:35 a.m.) behavior of the calves was
recorded using a video camera (Panasonic HC-V785 Camcorder) to
assess the frequency of different parameters over a period of 35 min.
Behavioral parameters assessed were movement of the ears and head,
limb movements, sequence of movements, tail movements, vocalization,
teeth grinding, urinating, or defecation, modified as described by (Rizk
et al., 2012) (Appendix C). To limit interobserver bias, video recordings
were always evaluated by the same person (HK).

2.8. Activity and number of steps

Activity and number of steps was recorded using a pedometer and
analyzed using the associated software (RumiWatch Systems®, Itin and
Hoch GmbH, Liestal, Switzerland). The pedometers continuously
recorded lying, standing, and walking activity, including number of
steps, and have been described for use in calves in recent literature
(Mayer, 2019). All calves were fitted with the pedometer at 08:00 a.m.
on the trial day. Pedometers were attached on either the left or right
hind limb proximal to the fetlock joint. Data recording with the
pedometer was done for 24 h until 08:00 a.m. on the day following the
trial.

2.9. Statistical analysis

Data analysis was performed using R 4.4.0 (2024-04-24) statistical
software. Linear mixed effects models were used to study PSPC, SSPC,
PCC, glucose concentrations, HR, and RR. The predictors “time” (60 min
before:2 h) and “group™ (CON vs. STRESS) were used as fixed effects
with an interaction between them and with a random effect of an indi-
vidual animal due to the repeated measures of every animal over time.
Normality and homoscedasticity of residuals were assessed via visual
residual-diagnostics after the models fit. Due to the not-normally
distributed and heteroskedastic residuals data for PSPC, SSPC and PCC
was log-transformed. The generalized linear and robust linear mixed-
effects models were conducted for every analysis and compared via
Akaike's Information Criterion (AIC) and R% The best model was used
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for further analysis and post-hoc tests where timepoint and groups were
compared. The correlation between PSPC and PCC (across all group-
s—CON and PAIN—and all timepoints) was assessed using Spearman's
correlation on logarithmically transformed data (both PSPC and PCC
were logarithmized).

The differences in behavioral and activity parameters and milk
intake between unpaired control and stress groups were assessed via the
unpaired two sample t-test in case of normally distributed data and via
Wilcoxon rank sum (Mann-Whitney U) test in case of not normally
distributed data. Difference between groups for categorical behavior
and activity predictors and milk intake were studied via Fisher's exact
tests.

Results with a p-value < 0.05 were considered statistically signifi-
cant. Due to the exploratory approach of the study and small sample
size, correction of the P value for multiple comparisons was not per-
formed, in order to decrease the probability of Type 2 error (missing a
discovery).

3. Results
3.1. Clinical examination and laboratory findings on the day before trial

Age of calves on the day prior to the trial was 41 + 3 (35-46) days.
Findings of clinical examination and selected blood parameters are
presented in Appendix D.

3.2. Plasma substance P concentrations

A total of 2 analysis of concentrations had to be repeated due to
duplicates of optical densities varying more than 15 % (n = 2 for CON),
and one sample needed to be diluted 1:20 (n = 1 for STRESS) because
PSPC were exceeding 10,000 pg/ml. Detailed information about
missing/repeated data is presented in Appendix E.1.

Mean PSPC (with lower and upper CI) were 828.8 (639.1-1074.9)
pg/ml in CON and 757.5 (584.1-982.4) pg/ml in STRESS 60 min before
intervention. Course of PSPC concentrations is presented in Fig. 2. In
STRESS, PSPC were significantly lower at 5 min (632.7 pg/ml, p =
0.0400) and 20 min (632.7 pg/ml, p = 0.0416) compared with 60 min
before. There were no significant differences between groups at any time

Group -#- CON

Research in Veterinary Science 193 (2025) 105751

point. Mean PSPC concentrations are presented in Appendix F, and
further significant differences within groups are given in Appendix G.

3.3. Substance P concentrations in saliva

SSPC were below the sensitivity of the ELISA kit in 106 samples in 12
animals (n = 22 for CON and n = 83 for STRESS). A total of 10 analysis of
concentrations had to be repeated due to duplicates of optical densities
varying more than 15 % (n = 7 for CON and n = 4 for STRESS). Detailed
information about missing/repeated data is presented in Appendix E.2.

Mean SSPC (with lower and upper CI) were 38.1 (22.6-64.7) pg/ml
in CON, and 22.4 (13.2-38.1) pg/ml in STRESS 60 min before inter-
vention. Course of SSPC concentrations is presented in Fig. 3. In STRESS,
SSPC were significantly lower at 30 min (11.8 pg/ml, p = 0.0223)
compared with 60 min before intervention. SSPC were significantly
higher in CON compared with STRESS at 0 min (32.5 and13.5 pg/ml, p
= 0.0211), 5 min (41.3 and. 13.1 pg/ml, p = 0.0027), 10 min (39.3 and
13.3 pg/ml, p = 0.0047), 20 min (40.4 and 13.5 pg/ml, p = 0.0041), 30
min (40.4 and 11.8 pg/ml, p = 0.0012), and 2 h (41.3 and 17.8 pg/ml, p
= 0.0276). There was no correlation between PSPC and SSPC (P = 0.12).
Mean SSPC concentrations are presented in Appendix F, and further
significant differences within groups are given in Appendix G.

3.4. Correlation between plasma substance P and cortisol concentrations

There was a positive correlation between PSPC and PCC, which was
significant (p < 0.001, rho = 0.21). In CON, there was a positive cor-
relation with a trend for significance (p = 0.05, rho = 0.15). In STRESS,
the positive correlation was significant (p = 0.007, rho = 0.21).

3.5. Plasma cortisol concentrations

A total of 69 samples in 10 animals needed to be diluted 1:20 (n = 31
for CON and n = 38 for STRESS). For PCC, a total of 9 analysis of con-
centrations had to be repeated due to duplicates of optical densities
varying more than 15 % (n = 9 for CON). Detailed information about
missing/repeated data is presented in Appendix E.3.

Mean PCC (with lower and upper CI) were 2059.1 (1032.8-4105.2)
pg/ml in CON, and 2038.6 (1022.5-4064.3) pg/ml in STRESS 60 min

STRESS

10004
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Fig. 2. Course of plasma substance P concentration in calves in CON (n = 12, without stimulus, in red) and STRESS (n = 12, stressful stimulus, blue). Points represent
mean values with bars representing the 95 % confidence intervals. Basal blood samples were taken at the igloo 60 min (min) before intervention. No stimulus while
remaining in the igloo (CON)/stressful stimulation (STRESS) was done from 09:00 a.m. (0 min) to 09:30 a.m. (30 min). (45 min) onwards, animals of STRESS were
back in their igloos. There were no significant differences between groups. Significant differences (p < 0.05) within groups compared with 60 min before intervention
are indicated either with a red (CON) or blue (STRESS) asterisk *. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)
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Fig. 3. Course of substance P saliva concentration in calves in CON (n = 12, without stimulus, in red) and STRESS (n = 12, stressful stimulus, blue). Points represent
mean values with bars representing the 95 % confidence intervals. Basal blood samples were taken at the igloo 60 min (min) before intervention. No stimulus while
remaining in the igloo (CON)/stressful stimulation (STRESS) was done from 09:00 a.m. (0 min) to 09:30 a.m. (30 min). From 09:45 a.m. (45 min) onwards, animals
of STRESS were back in their igloos. Significant differences (p < 0.05) between groups are indicated with asterisk *, and within groups compared with 60 min before
intervention with a red (CON) or blue (STRESS) asterisk *. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version

of this article.)

before intervention. Course of SSPC concentrations is presented in Fig. 4.
In CON, PCC were significantly lower at 10 min (1236.5 pg/ml, p =
0.0342) and 25 min (1164.4 pg/ml, p = 0.0171) compared with 60 min
before intervention. In STRESS, PCC were significantly higher at 20 min
(3294.5 pg/ml, p = 0.0460) compared with 60 min before intervention.
There were no significant differences between PCC between groups at
any time point. Mean PCC concentrations are presented in Appendix H,

(5.57-6.48) mmol/It in CON and 6.03 (5.57-6.48) mmol/It in STRESS
60 min before intervention. Course of glucose concentrations is pre-
sented in Fig. 5. In CON, mean glucose concentrations were significantly
higher at 0 min (6.51 mmol/It, p = 0.0118) and 5 min (6.42 mmol/It, p
= 0.0408) compared with 60 min before intervention. In STRESS, blood
glucose concentrations were significantly lower at 20 min (5.62 mmol/
It, p = 0.0367), 25 min (5.64 mmol/It, p = 0.0452), 1.5 h (5.57 mmol/It,

and further significant differences within groups are given in Appendix p=0.0168), and 2 h (5.47. mmol/It, p = 0.0042) compared with 60 min
G. before intervention. Glucose concentrations were significantly higher in
CON compared with STRESS at 5 min (6.42 and 5.74 mmol/It, p =
0.0403) and 10 min (6.33 and 5.67 mmol/It, p = 0.0480). Mean glucose
concentrations are presented in Appendix G, and further significant
differences within groups are given in Appendix I.

3.6. Glucose concentrations in the blood

Mean glucose concentrations (with lower and upper CI) were 6.03

Group -#- CON -+ STRESS
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Fig. 4. Course of plasma cortisol concentration in calves in CON (n = 12, without stimulus, in red) and STRESS (n = 12, stressful stimulus, blue). Points present mean
values with bars representing the 95 % confidence intervals. Basal blood samples were taken at the igloo 60 min (min) before intervention. No stimulus while
remaining in the igloo (CON)/stressful stimulation (STRESS) was done from 09:00 a.m. (0 min) to 09:30 a.m. (30 min). From 09:45 a.m. (45 min) onwards, animals
of STRESS were back in their igloos. There were no significant differences between groups. Significant differences (p < 0.05) within groups compared with 60 min
before intervention are indicated either with a red (CON) or blue (STRESS) asterisk *. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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Fig. 5. Course of glucose concentration in calves in CON (n = 12, without stimulus, in red) and STRESS (n = 12, stressful stimulus, blue). Mean glucoses con-
centrations are given with 95 % confidence intervals. Basal blood samples were taken at the igloo 60 min (min) before intervention. No stimulus while remaining in
the igloo (CON)/stressful stimulation (STRESS) was done from 09:00 a.m. (0 min) to 09:30 a.m. (30 min). From 09:45 a.m. (45 min) onwards, animals of STRESS
were back in their igloos. Significant differences (p < 0.05) between groups are indicated with asterisk *, and within groups compared with 60 min before inter-
vention with a red (CON) or blue (STRESS) asterisk *. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)
3.7. Behavioral scoring during stressful stimulus

Data for behavioral assessment during the stressful stimulus is
missing in one animal (18, STRESS) due to technical issues with the
camera.

Median frequencies of behavioral parameters evaluated for the
duration of either the stressful stimulus (STRESS) or in animals
remaining in their igloo (CON) with significant differences are presented
in Table 2. Frequency of “ear movements”, “movements of limbs”, and
“urination” was significantly higher in STRESS compared with CON (p
=0.03, p = 0.00343, and p = 0.00434, respectively).

3.8. Physiological parameters on the day of trial

RR assessed for behavior is missing for 18 timepoints due to animals
sniffling and investigators not being able to count a RR (n = 9 for CON
and n = 9 for STRESS). Detailed information about missing/repeated
data is presented in Appendix E.4.

Mean HR (with lower and upper CI) was 115.1 (104.8-125) beats/
min in CON and 122.6 (112.3-133) beats/min in STRESS. In CON, HR
was significantly lower at 10 min (105.5 beats/min, p = 0.0166), 25 min

Table 2

Behavioral parameters evaluated in animals submitted to a stressful stimulus
(STRESS, n = 12), compared with animals undergoing no stressful stimulus but
remaining in their igloo (CON, n = 12). Due to the low number of occurrences
within the groups, differences in vocalization and defecation could only be
characterized in descriptive terms. The Mann-Whitney U test produced p-values
based on rank comparisons, while medians are presented in the table for better
understanding.

Parameter Group p-Values
CON (medians) ~ STRESS (medians)
Ear movements 116.9 167.2 p=0.03
Movement of the head 3.3 4.4 p =059
Movement of the limbs 31.8 65.9 p = 0.00343
Sequence of movements 62.3 43.8 p = 0.06
Tail movements 14.3 23.0 p=012
Teeth grinding 0 0.3 p=0.09
Urination 0.3 1.5 p = 0.00434

Significant differences (<0.05) are presented in bold letters.

(106.1 beats/min, p = 0.0246), 35 min (105.4 beats/min, p = 0.0159),
45 min (104.6 beats/min, p = 0.0086), 1 h (99.5 beats/min, p = 0.0001),
1.5 h (104.6 beats/min, p = 0.0091), and 2 h (98.6 beats/min, p <
0.0001) compared with 60 min before intervention. In STRESS, HR was
significantly higher at 20 min (131 beats/min, p = 0.0367) and 45 min
(139.8 beats/min, p < 0.0001), and significantly lower at 1.5 h (110.6
beats/min, p = 0.0028) and 2 h (111.6 beats/min, p = 0.0058) compared
with 60 min before intervention. HR was significantly higher in. STRESS
compared with CON for all time points expect 60 min before, 1.5 h, and
2 h. Mean frequencies of HR with significant differences between groups
are presented in Table 3.

Mean RR (with lower and upper CI) was 42.2 (37.1-47.4) breaths/
min in CON and 39.7 (34.5-44.8) breaths/min in STRESS. In CON, RR
was significantly lower at 2 h (36.8 breaths/min, p = 0.0164) compared
with 60 min before intervention. In STRESS, RR was significantly higher
at 0 min (44.6 breaths/min, p = 0.0287), 20 min (44.6 breaths/min, p =
0.0294), 25 min (45.8 breaths/min, p = 0.0067), 30 min (45.9 breaths/
min, p = 0.0059), 45 min (47.7 breaths/min, p = 0.0011), and 1.5 h
(44.3 breaths/min, p = 0.0380) compared with 60 min before inter-
vention. There were no significant differences between groups. Mean
frequencies of RR with significant differences within groups are pre-
sented in Table 3. Further significant differences within groups for HR
and RR are given in Appendix I.

3.9. Behavior on the day of trial

Mixed effects models for each of the other assessed parameters (ac-
tivity, position of head, dorsal line, eyes, nose, ears) did not show any
significant differences in dorsal line and nose at the different time points
of the trial. Animals in STRESS tended (p = 0.092) to show “looks at
observer, head held high, ears to front” more often compared with an-
imals in CON. For position of the head, animals in STRESS showed “same
height as dorsal line™ significantly (p = 0.049) more often than animals
in STRESS, whereas animals in CON tended to show “below dorsal line™
significantly (p = 0.057) more often than animals in STRESS. Animals in
CON tended (p = 0.084) to show “lids half closed” more often than
animals in STRESS, whereas animals in STRESS tended (p = 0.062) to
show “normal, wide eyes” more often compared with animals in CON.
Animals in STRESS tended (p = 0.073) to show “ears held in normal
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Mean values and lower and upper confidence intervals (CI) of heart rate and respiratory rate in n = 24 calves of the German Simmental Breed, which were either
submitted to a sham (CON, n = 12) or a stressful (STRESS, n = 12) stimulus. Significances (p) within groups are indicated, compared with baseline 60 min before
intervention (*p < 0.05, **p < 0.01). Significant differences between groups are indicated.

Time Point Heart rate (beats/min) Respiratory rate (breaths/min)
CON STRESS p CON STRESS P
60 min before 115 122.6 0.3105 42.2 39.7 0.4964
(104.8-125) (112.3-133) (37.1-47.4) (34.5-44.8)
0 min 108.3 125.1 0.0238 42 44.6* 0.4859
(98-119) (114.8-135) (47.2-) (39.4-49.8)
5 min 108.5 124.9 0.0267 42 44.1 0.5776
(98.2-119) (114.7-135) (36.7-47.2) (38.9-49.2)
10 min 105.5* 130.3 0.0008 43.6 44.0 0.9050
(95.2-116) (120.1-141) (38.4-48.8) (38.9-49.2)
15 min 109.8 125.1 0.0394 42.3 43.7 0.7097
(99.5-120) (114.8-135) (37-47.5) (38.4-48.9)
20 min 109.6 131* 0.0039 44.4 44.6* 0.9726
(99.3-120) 120.7-141 (39.1-49.8) (39.4-49.7)
25 min 106.1* 125.8 0.0078 42.1 45.8%* 0.3283
(95.8-116) 115.6-136 (36.7-47.4) (40.6-50.9)
30 min 109.8 127.5 0.0175 40.4 45.9%* 0.1425
(99.6-120) (117.2-138 (35.1-45.6) (40.7-51)
35 min 105.4* 129.8 0.0010 40.1 345 0.3627
(95.1-116) (119.6-140 (34.9-45.2) (38.2-48.9)
45 min 104.6** 139.8** <0.0001 41.3 47.7%* 0.0987
(94.3-115) (129.5-150) (36-46.5) (42.2-53.1)
1h 99.5%* 120.9 0.0039 38.1 426 0.2422
(89.2-110) (110.6-131) (32.7-43.5) (37.3-47.8)
15h 104.6** 110.6** 0.4191 41.4 44.3* 0.4318
(94.4-115) (100.4-121) (36.3-46.6) (39.2-49.5)
2h 98.6%* 111.6** 0.0818 36.8* 41.3 0.2315
(88.4-109) (101.3-122) (31.7-42) (36.1-46.6)
Lying Time (min) Walking Time (min) Standing Time (min)
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Fig. 6. Activity parameters in calves in CON (n = 12, without stimulus) and STRESS (n = 12, stressful stimulus). Activity was recorded for 24 h, starting at 08:00 a.m.
on the day of the trial. Values are given as mean with 95 % Confidence Interval. The box represents 50 % of the data, with the midline being the mean value. The
lowest horizontal line (whisker) is the first quartile (Q1) and the highest horizontal line (whisker) is the third quartile (Q3). Dots represent outliners. There were no
significant differences in activity parameters between groups. A Student's t-test was employed to compare the means between two groups, due to a normally

distributed data and equal variances.
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position, facing front” more often than animals in CON.
3.10. Activity and number of steps

Activity data is missing in 9 animals (n = 4 for CON and n = 5 for
STRESS), due to technical problems with the pedometer. Detailed in-
formation about missing/repeated data is presented in Appendix E.5.
Activity data and number of steps is given in Fig. 6. There were no
significant differences in activity parameters between CON and STRESS.

3.11. Milk intake

Mean milk intake was 8.7 + 1.4 (5.6-11.7) liters in CON and 9.1 +
0.5 (8.5-10.5) liters in STRESS. Percentage of total milk intake did not
differ significantly between groups.

4. Discussion

Calves included in this study were 4-6 weeks of age. The age of the
calves is one limitation of this study. A study by (Hasan et al., 2017)
showed that calves under 6 months of age have a significantly higher
risk of contracting diseases. Diarrhea and respiratory diseases were
observed as the most frequently occurring diseases in our study popu-
lation, which is in accordance with (Johnson et al., 2021; Svensson and
Liberg, 2006). Nonetheless, this age group was selected for the present
study, as most zootechnical procedures such as (surgical) castration and
dehorning are normally performed in that age group and lead to pain
and stress (Stafford and Mellor, 2005), making basic research work
about pain parameters necessary for that age group.

One major limitation of the present study is that calves needed to be
clinically healthy to be included in the trial to exclude the influence of
nociception, inflammation, or diseases on PSPC. Although all calves
were clinically examined before purchase at the market, there was no
information about other risk factors for diseases, e.g. colostrum intake,
hygiene, temperature and draught, grouping and housing of the animals,
and management, and others (Johnson et al., 2021; Lundborg et al.,
2005). Further risk factors for diseases were infection pressure due to
selling via calf market (Dub¢ et al., 2010) as well as transportation
(Creutzinger et al., 2021). During the acclimatization period at the
clinic, animals were initially not subjected to any treatment, but after
the first 3 calves were excluded from the trial due to being diagnosed
with acute diarrhea on the day of the trial, a standardized prophylactic
treatment protocol was implemented. Additionally, blood samples were
taken one day before the trial to assess leucocyte count, which has been
found to be significantly and positively correlated with PSPC (Landinger
et al., 2024). Animals with a leukocyte count well above the reference
range would have been excluded from the study. Another exclusion
criteria was treatment with an antibiotic or NSAIDs within 48 h prior to
the trial, as treatment with analgesics such as metamizole (Tschoner
et al., 2018) or Meloxicam (Allen et al., 2013) influence the PSPC in the
blood.

Stressful stimulation in our study consisted of restrainment in a crush
and an ultrasonographic examination of the heart. According to
(Pesenhofer et al., 2006) restraining animals in a crush in a standing
position increases cortisol concentrations in adult cows. The ultraso-
nographic examination of the heart was done as an additional stress
stimulus. To keep the stress stimulation constant during our trial, the
number of people in the room was always the same, and the ultraso-
nographic examination was always performed by the same two people
(MF, TT).

In the present study, PSPC decreased during the stressful event, with
significant differences between 60 min before and 5 min and 20 min,
whereas there were no differences in CON. These findings are contrary
to those of (Van Engen et al., 2014; Van Engen et al., 2019) who
described that SP concentrations in calves increased due to trans-
portation stress. Calves were either transported for 8 (Van Engen et al.,
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2019) or 16 h (Van Engen et al., 2014), which is a longer exposure to
stress compared with the present study. Also, as blood samples were
taken immediately after transportation and 5 days later (Van Engen
et al., 2014), and before transportation and immediately after trans-
portation (Van Engen et al., 2019), respectively, with no control groups,
comparison with our study is not possible. It is possible that the stress
stimulus in our study was not strong enough to induce a more pro-
nounced reaction in the animals. (Hwang et al., 2005) showed that
stressing rats by restraining them for 2 h increases SP receptor binding in
the central amygdala 24 and 48 h after the exposure to stress. Therefore,
it is likely that the duration of stress exposure and the severity of the
stressor are important factors in the observed effects on SP transmission,
at least in the amygdala (Ebner and Singewald, 2006). In other bovine
studies, stronger or chronic stress stimuli were used and evaluated. In a
work by (Amberger, 2009), calves were restrained in a lateral position
for ultrasonic examination, which could be considered a more acute
stress stimulus compared with an ultrasonic examination in a crush.
However, as (Amberger, 2009) did neither assess PSPC nor PCC, a direct
comparison is not possible. (Geracioti et al., 2006) found elevated SP
concentrations in the central nervous system in human patients with
major depression and PTSD. It is possible that sampling of the cere-
brospinal fluid could have provided different results in our study.
However, in another human study, an increased B-endorphin plasma
concentration, but no changes in PSPC in blood were found after acute
stress (Schedlowski et al., 1995). There is evidence that SP modulates
physiological and behavioral stress responses in the brain, and that
exposure to a variety of emotional, physical, and painful stressors leads
to altered SP tissue levels or SP immunoreactivity in different brain re-
gions (Ebner and Singewald, 2006). Therefore, studies of SP concen-
trations in other matrices than blood and saliva, or analysis of different
brain areas during stressful stimulation could provide different results in
cattle. Nevertheless, our findings are somewhat in accordance with
(Tschoner et al., 2020), who found no differences in PSPC between an-
imals treated with either a placebo or xylazine hydrochloride to reduce
stress prior to a laparoscopic fixation of the abomasum. Overall, PSPC in
our study were higher compared with PSPC in 14 to 21 days old calves
(Landinger et al., 2024). These differences may be age-related, as higher
PSPC were found both in older calves (Dockweiler et al., 2013) and adult
cattle (Landinger et al., 2024).

There was a positive and significant correlation between PSPC and
PCC. Our findings are not in accordance with a recent study by
(Tschoner et al., n.d.) who found a significant and negative correlation
between PSPC and PCC in calves submitted to repeated painful stimu-
lation. However, a positive and significant correlation has been
described for neonatal humans (Dionysakopoulou et al, 2023).
(Rohleder et al., 2006) found a trend towards significance between the
area under the curve for SP and cortisol following stress in male humans.
Another study in humans found a significant correlation between lower
cortisol ratios, which was seen as indicative for chronic stress, and the
number of SP positive inflammatory cells (Remrod et al., 2007).

Collecting saliva samples is less invasive (Pfaffe et al., 2011)
compared with taking blood samples. In the present study, there was no
correlation between SSPC and PSPC using the samples which could be
analyzed. Comparison with previous research is difficult, as in the only
other study assessing SSPC in calves, only two saliva samples were
collected (Mayer, 2019). Study results from human medicine differ.
(Jasim et al., 2018) found significant differences between SP concen-
trations in blood and saliva, whereas (Kallman et al., 2018) could not
identify a correlation between saliva and plasma concentrations of SP in
patients with chronic neuropathic pain. The results of the present study
need to be considered with care, as SSPC were below the sensitivity of
the ELISA kit in 16 animals and 106 out of 312 samples. As the SSPC
samples were analyzed as described by (Mayer, 2019), where all samples
were analyzable, it is possible that SP was simply not excreted suffi-
ciently into the saliva in our study. In CON, there was a higher number of
analyzable results, which suggests a reduced saliva excretion in stressed
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animals. Human medical studies show that stress (Gholami et al., 2017),
anxiety, and depression (Gholami et al., 2017) can influence salivary
flow rate and lead to xerostomia. Additionally, it is possible that calves
chewed the salivettes in different ways, or that the measurement method
— using a salivette that was designed for use in humans — was ineffective,
even if it had been described by (Mayer, 2019) before. Furthermore,
another possible factor influencing SSPC in the present study is that
aprotinin, which stabilizes SP, could only be added after sampling and
centrifugation of saliva, and had to be adjusted to the quantity of the
collected saliva. Fast transfer of samples to the laboratory and the
addition of aprotinin was a priority, but human factors may have also led
to time differences.

In ruminants, immediate changes in cortisol concentrations are
mainly caused by acute pain-related stress, but also by handling (Molony
and Kent, 1997), human presence, and restraint (Karlen et al., 2021), as
well as by different external conditions and management techniques
(Ogino et al., 2013), and individual and fear-related behavior (Bristow
and Holmes, 2007). Simultaneous measurements of the plasma con-
centrations of SP and cortisol has been found to be useful for the dif-
ferentiation of these two states (Coetzee et al., 2008). In the present
study there were no significant differences in PCC between groups,
indicating that either the stimulus was not strong enough to stress the
calves, or that calves in CON experienced a similar amount of stress as
calves in STRESS. (Stilwell et al., 2008) found that cortisol levels are not
affected up to 1 min if blood samples are taken immediately after
restraining calves by gently pressing them against the barn. As calves in
CON sometimes had to be restrained in a similar way to prevent injuries
during sampling, restraining could have influenced our results. On the
other hand, the lower PCC could also be due to habituation to sampling
and human presence. In STRESS, efforts were made to keep the stress
stimulus constant; in CON, the aim was to shield the calves from possible
external stressors as best as possible. However, as the trial took place
during routine clinical work days, various stressors, such as passing
personnel or vehicles (CON) and laboratory personnel collecting the SP
samples (STRESS) represent a limitation of the study, as the increase in
PCC in calves is always dependent on the stressor (Stilwell et al., 2010).
As housing, feeding times, daily general examinations, and number of
people present during the trial remained constant, the influence of these
factors on our study results should be small.

The “fight or flight response” is considered an important mechanism
by which an organism reacts to stress or danger (Cannon, 1929), with
glucose concentrations rising in the course of the flight response
(Mudron et al., 2005). In the present study, the flight reaction and the
associated increase in glucose concentration could have been a result of
the repeated examinations as well as of the tight sampling schedule. It is
noticeable that glucose concentrations were significantly lower in
STRESS compared with CON at the beginning of the trial (5 min and 10
min). However, glucose concentrations should be viewed with caution
in terms of assessing stress intensity, as they can also be easily influenced
by several other factors (Scholz, 1990), such as milk intake, which has
an effect on the postprandial glucose kinetics (Gerrits, 2019), and
therefore on the postprandial plasma glucose in dairy calves (Ghaffari
et al., 2017). The aspect of feeding should also be considered for this
study. Variations in concentrate intake could be a reason for the
different glucose levels both between and within groups, as concentrates
were available ad libitum except for animals in STRESS during the
duration of the ultrasonographic examination in the crush. Furthermore,
differences in glucose concentrations could be related to the feeding
which was set for 07:00 a.m. not always being adhered to in daily
clinical routines, resulting in feedings prior or after 07:00 a.m.

In the present study, the HR in STRESS was significantly higher
compared with CON at nearly all time points. This result could reflect
the increased stress level in STRESS. In CON, the decrease in HR could be
related to an adaptation to the human presence and the sampling pro-
cedure. HR can also change as a result of individual temperament and
reactivity to humans (Kovacs et al., 2015), which could have influenced
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our results.

An increase in RR is an important indicator of stress (Gaughan et al.,
2000) and an indirect tool to asses pain (Saced et al., 2008). The
temperature-humidity-index (Thom, 1959), the posture of an animal
(Pinto et al., 2019), and diseases (Gaeta et al., 2018), can also have an
influence on the RR. In STRESS, the RR was above the basal value,
especially during placement in the crush and ultrasonographic exami-
nation, indicating that the calves were indeed experiencing stress. Fre-
quency of the other assessed behavioral parameters between groups only
showed significant differences in “position of the head”, whereby calves
of STRESS showed “same height as dorsal line™ significantly more often
compared with animals in CON. Neck posture in cattle has been poorly
investigated (De Oliveira and Keeling, 2018), but (Gleerup, 2017) found
that pain often leads to a lower head posture. In our study, this posture
and the horizontal position of the head could likely be due to the re-
striction of movement caused by the crush and being restrained.

STRESS calves showed a significant higher frequency of “ear move-
ments” compared with CON calves. According to (Proctor and Carder,
2014) the relaxed position of the ears is indicative of a positive
emotional state in cows. (Reefmann et al., 2009) found a reduced
number of ear position changes during positive and an increased number
during negative experiences in sheep, which suggests that the calves in
STRESS experienced a higher level of negative experiences. “Movement
of the limbs™” was found significantly more often in STRESS compared
with CON, which is in accordance with (Grandin, 1993), who stated that
increased movement in cattle is considered as a sign of agitation.
However, other factors influencing movement such as social isolation
(Boissy and Le Neindre, 1997) and placement of cows in new environ-
ments (Hopster, 1998) could also apply to the results of our study. Ac-
cording to (Rushen et al, 1999) social isolation in unfamiliar
surroundings increases the incidence of defecation, urination, and/or
vocalization. In the present study, we found an increase in urination
while standing in the crush in STRESS. One limitation of behavioral
assessment was the fact that the video assessment in animals in CON was
significantly more difficult compared with animals in STRESS, as calves
in CON could retreat into their igloo. Therefore, not all behavioral
changes could be recorded and assessed. Constantly forcing the calves
out of the igloo would have resulted in stress for the calves, thereby
negatively influencing our results. The presence of an observer may also
have an impact on the animals' behavior and, consequently, the out-
comes of ethograms (Fraser and Broom, 1990). In our case, the trial
setup for calves in STRESS required the presence of 3 people. The same
amount of people was always present at this stage of the trial to reduce
the impact of number of observers on calves' behavior. Since the saliva
samples needed to be processed as quickly as possible, the regular
collection of the samples by the laboratory staff and the associated
repeated entry into the trial room or the approach to the igloo was
essential but could have influenced animals' behavior, which is a limi-
tation. Videos and behavior frequency were always evaluated by the
same observer (HK). A major limitation to behavior assessment in the
present study is,that blinding of group allocation towards the observer
was not possible due to the setup of the experimental design. To avoid
bias during assessment, blinding is recommended (Fraser and Broom,
1990).

Stress, e.g. following weaning, can influence the number of steps in
calves (Haley et al., 2005) and according to (Dzermeikaité et al., 2023)
there could be a link between distance traveled by cattle, and stressful
and unpleasant procedures. Furthermore, (Boissy and Bouissou, 1995)
suggest that reduced locomotor activity in heifers indicates high fear-
fulness. The activity and number of steps did not differ significantly
between groups. As already discussed, this could be related to insuffi-
cient stress stimulation. However, differences between the individual
animals could also be due to potential diseases that had not yet been
diagnosed at the day of trial. A study by (Duthie et al., 2021) found that
differences in activity were already evident on the days prior to the peak
day of disease. Apart from the ultrasonographic examination where
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calves were restrained in the crush, and the moving to and from the igloo
to the trial room, all calves were housed in the same way, which makes
the influence of environmental factors as described by (Theurer et al.,
2012) unlikely. Restrainment and movement of calves in STRESS could
be a possible influence on our study results.

Total milk intake did not differ significantly between groups. Stress
(Sutherland et al., 2018), as well as heat stress (Dado-Senn et al., 2020)
can result in changes of milk intake, and feeding a higher amount of milk
increases the sensitivity of feeding behavior as a measure of stress in
calves (Sutherland et al., 2018). As feed and milk intake did not differ
between control and trial groups, it can be assumed that the stimulus in
STRESS was not stressful enough to negatively influence milk intake.
Due to the daily work routine in the clinic, different caretakers were
responsible for feeding the calves on the individual trial days, which
could have influenced milk intake, with some caretakers being more
patient and enthusiastic in feeding the calves compared with others.

5. Conclusion

According to the present study, an acute short term stressful event
(restrainment in a crush and ultrasonographic examination of the heart
for 30 min) results in a decrease in PSPC, with no differences between a
trial and a control group. Saliva samples do not appear to be a suitable
matrix for assessing SP concentrations in calves, as 34 % of samples
could not be analyzed correctly. Using an ethogram, significant in-
creases in ear and limb movement, as well as in frequency of urination in
stressed animals could be assessed, indicating that observation of ani-
mals is an important and valuable tool to assess an animal's state.
Further research in animals submitted to chronic stress should be done
to assess the effect of stress on PSPC in the bovine.
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