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I.

EINLEITUNG

,liere reden mit den Augen oft verniinftiger als Menschen mit dem Mund.*
(Ludovic Halévy, franzosischer Dramatiker). Im Gegensatz zu menschlichen
Patient*innen fehlt den tierischen die Féhigkeit der Verbalisierung. Damit einher

geht das Unvermogen die Unwahrheit zu sprechen.

So stiitzt sich die Schmerzerkennung bei Nutztieren hauptséchlich auf eine
Kombination von verhaltenstechnischen und physiologischen Reaktionen, obwohl
diese sehr subjektiv und schwierig zu quantifizieren sind (GHODASARA et al.,
2022). Das stoische Wesen von Rindern und die Fahigkeit, Schmerz und
Unbehagen in hohem MaRe zu maskieren, macht eine Bewertung umso schwieriger

(HUDSON et al., 2008).

Die subjektive Schmerzerkennung stiitzt sich auf das Ethogramm, die visuelle
Analogskala (VAS), die numerische Rating-Skala (NRS) und die Beurteilung des
Gesichtsausdrucks. Das  Erheben von Parametern wie mechanische
Schmerzschwelle (MNT), Aktivitdt, Schritt-Monitoring mittels Pedometer,
Augentemperatur-Messung, Herzfrequenz, Futteraufnahme, durchschnittliche
tagliche Gewichtszunahme, Konzentrationen von Substanz P (SP) und allen voran

Cortisol, gelten als objektive Mittel zur Schmerzerkennung (TSCHONER, 2021).

Der Cortisolspiegel steigt jedoch sowohl bei schmerzbedingtem als auch bei
klassischem Stress (umweltbedingt, haltungsbedingt, transportbedingt etc.) an.
Simultane Messungen der Plasmakonzentrationen von SP und Cortisol kdnnten
sich zur Differenzierung als niitzlich erweisen (COETZEE et al., 2008). Es wird
angenommen, dass SP eine hohere Objektivitdt als Biomarker zur Erkennung von

Nozizeption aufweist, als Cortisol (WHITLOCK et al., 2012).

SP ist ein sensorischer Neurotransmitter aus der Familie der Tachykinine und
besteht aus 11 Aminosduren (CHANG et al., 1971). SP reguliert die Erregbarkeit
der nozizeptiven Neuronen des Dorsalhorns und kann in bestimmten Bereichen der
Neuroachse gefunden werden. Diese Bereiche sind wiederum bei der Integration
von Angst, Stress und Schmerz involviert (DEVANE, 2001). Studien aus der
Humanmedizin konnten SP auBlerdem sowohl entziindungsfordernde Effekte
(O'CONNOR et al., 2004), als auch eine Beteiligung bei Depressionen (BONDY et
al., 2003; GERACIOTTI et al., 2006) und stressbedingten Aborten (JOACHIM et al.,
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2001; TOMETTEN et al., 2004) nachweisen. Daten aus Tierversuchen, welche
verminderte SP-Konzentrationen in mehreren Gehirnarealen als Folge von
Therapien mit verschiedenen Antidepressiva belegen (SHIRAYAMA et al., 1996),

stiitzen diese Feststellung zusétzlich.

Seit 2008 wurden mehrere Studien zum Verlauf von SP-Konzentrationen bei
adulten Rindern und Kélbern wihrend verschiedener (schmerzhafter) Eingriffe
veroffentlicht. Studienplanung, Gruppeneinteilung, Alter und Gewicht der Tiere,
Verarbeitung der Blutproben zur Beurteilung von SP, und die Ergebnisse waren
jedoch uneinheitlich (TSCHONER & FEIST, 2022). An dieser Stelle fehlt es an
grundlegender, vergleichbarer Forschung, um die Rolle von moglichen

Einflussfaktoren auf SP-Konzentrationen beim Rind ndher definieren zu kénnen.

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

und Glukose, und verschiedene andere (Verhaltens-)Parameter simultan gemessen.

Ziel des Forschungsprojekts ist es zu untersuchen, durch welche Reize (Stress,
Schmerz, Entziindung) sich die SP-Konzentrationen beim Rind verdndern, womit

die Rolle von SP als Biomarker fiir Nozizeption bestétigt werden konnte.
Die Ziele der vorliegenden Studie waren daher

1) die SP-Konzentration im Blutplasma gesunder Kélber der Rasse Deutsches
Fleckvieh, die einem Stressreiz ausgesetzt sind, im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe zu bewerten.

2) festzustellen, ob es eine Korrelation zwischen den SP-Konzentrationen in Blut-

und Speichelproben gibt.

3) eine mogliche Korrelation von SP-Konzentrationen und Cortisolkonzentrationen
im Blutplasma wund Verhaltensdnderungen wihrend und nach dem

Versuchszeitraum zu beschreiben.
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I1.

LITERATURUBERSICHT
1. Stress
1.1. Definition

Es existieren zahlreiche verschiedene Definitionen von Stress. Fiir viele als Vater
der Stressforschung geltend, war es Hans Selye, der den Begriff Stress erstmals in
das medizinische Lexikon aufnehmen lieB und ihn als eine nicht spezifische
Antwort des Korpers auf jegliche Anforderung beschrieb (TAN & 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, bekannt) (SELYE, 1936).
Nachdem weitere Forschung hinsichtlich des Stress-Konzepts betrieben wurde,
hielt Selye eine Unterteilung des Stressbegriffs in ,Eustress®, ,Distress,

»systemischen Stress und ,,lokalen Stress fiir notwendig (SELYE, 1975).
Diese Begriffe werden wie folgt definiert (LU et al., 2021):

Eustress: Reprisentiert guten Stress. Es ist ein Zustand der Homdostase, der
durch miBige Stressfaktoren, z. B. innerhalb der hermetischen Zone, leicht
beeintrachtigt wird. Diese Stressfaktoren konnen wiederum eine leichte
Stressreaktion auslosen, welche die Pufferkapazitit der Homdostase

verbessert und die Gesundheit fordert.

Distress: Repréasentiert schlechten Stress. Es ist ein Zustand der
Homoostase, der durch starke Stressfaktoren erheblich beeintrachtigt wird.
Diese Stressfaktoren konnen wiederum eine schwerwiegende Stressreaktion
auslosen, welche die Homoostase verschlechtert, und die Gesundheit

gefdhrdet.

Systemischer Stress: Systematisch im gesamten Korper auftretender Stress,

unabhingig vom Ursprung der Stressoren. Beispielsweise emotionale
Verdnderungen, die die Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (HHNA-Achse, im englischen HPA =

hypothalamic-pituitary-adrenocortical ~ axis) auslosen, werden als
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emotionaler Stress bezeichnet.

Lokaler Stress: Nur am Ort des Stressoren-Ursprungs auftretender Stress.
Stress, der durch die Anhdufung von ungefalteten Proteinen im
endoplasmatischen Retikulum ausgelost wird, wird beispielsweise als

endoplasmatischer Retikulumstress bezeichnet.

Obwohl die Arbeit Selyes zweifelsfrei als Pionierleistung in der Stressforschung
anzuerkennen ist, sind gewisse Schwichen seiner Theorie nicht von der Hand zu
weisen (KROHNE, 2017). Vor allem das Konzept der unspezifischen Auslosung
des AAS (MASON, 1975b; 1975¢c, 1975a) und der fehlende Einbindung von
psychologischen  Faktoren, @ wie  Erwartungen,  Bewertungen  und
Bewiltigungsmalinahmen bei Stressreaktionen, wurden beméngelt (LAZARUS &
LAUNIER, 1978).

Ein aktuelles Stresskonzept ist das der Allostase, welche als eine Erweiterung der
Theorie der Hdmostase betrachtet wird (MCEWEN & SEEMAN, 2002). Der
Ausdruck ,,Allostase” beschreibt die Féhigkeit von Organismen, sich durch
grundlegende Prozessinderungen aktiv an voraussehbare und unvorhersehbare
Ereignisse anzupassen. Diese Anpassungsreaktion ist vorerst adaptiv, kann bei
sogenannter “allostatischer Uberbelastung (z. B. extreme korperliche
Anforderungen) jedoch ernsthafte pathophysiologische Probleme verursachen

(MCEWEN & WINGFIELD, 2003).

FRASER et al. (1975) diskutierten schlieBlich verschiedene Definitionen und
Stresskonzepte bezogen auf die Veterindrmedizin. Laut thnen befindet sich ein Tier
im Stresszustand, wenn es gezwungen ist, abnormale oder extreme Anpassungen in
seiner Physiologie oder seinem Verhalten vornehmen zu miissen, um ungiinstige

Aspekte seiner Umgebung oder seines Managements bewiltigen zu konnen.

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

Blut zuriickgegriffen werden muss.

1.2. Physiologie des Stresses

Im Laufe der Zeit wurde zunehmend deutlich, dass Tiere, genauso wie Menschen,

Stress empfinden und auch dhnliche Krankheiten entwickeln (MOBERG, 2000).
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Der heutige Wissensstand iiber die zentralnervose Verarbeitung von Stressoren und
damit der zentralnervosen Mechanismen der Stressreaktion stammt dabei zum
Grofiteil aus Tierstudien. Im Humanbereich sind dagegen noch viele Fragen

ungeklirt (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 Hypothalamus-Nebennierenmark-Achse (HNA-Achse, im
englischen SAM = sympathic-adrenomedullary axis) und die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHNA-Achse, im englischen HPA =
hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis) (NETTER, 2005; GUNNAR &
QUEVEDOQO, 2006). Das optimale Funktionieren der SAM- und HPA-Systeme wird
durch komplementdre Co-Aktivierung erreicht (BAUER et al, 2002;
WADSWORTH et al., 2019).

Weitere wichtige Strukturen der Stressreaktion sind die Amygdala, der
Hippocampus, sowie der prifrontale Kortex. Diese sind Teilstrukturen des
sogenannten limbischen Systems, das unter anderem fiir die Emotionsverarbeitung
entscheidend ist. Der préfrontale Kortex kann sowohl aktivierende als auch
hemmende Wirkungen ausiiben, wihrend die Amygdala die oben genannten

Achsen aktiviert (VON DAWANS & HEINRICHS, 2018).

In der HNA-Achse bewirkt eine zentralnervose Aktivierung des Sympathikus eine
direkte Ubertragung der Erregung auf die Organe und eine Ausschiittung der
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin durch die Aktivierung des
Nebennierenmarks. Dass eine gesteigerte Belastung des Korpers mit gesteigerter
Aktivitdt des Nebennierenmarks einhergeht, hatte bereits CANNON (1915)
festgestellt. Die Katecholamine haben wiederum eine aktivierende Wirkung auf die
Atmung, die Herzleistung, sowie den Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel
(Notfallfunktion), wodurch der Organismus verstirkte Kampf- oder

Fluchtreaktionen (,,fight-or-flight-reactions*) entwickelt (KROHNE, 2017).

Betrachtet man die HHNA-Achse, spielt vor allem die Ausschiittung von Cortisol
eine grole Rolle. Hier fiihrt das Stresssignal zunéchst zu einer Freisetzung von
Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) aus dem Hypothalamus, welches
wiederum die Hypophyse zur Ausschiittung des adrenocorticotropen Hormons

(ACTH) anregt. ACTH gelangt schlielich durch die Blutbahn zur Nebenniere und
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veranlasst das Nebennierenmark zur Freisetzung von Cortisol (BALE & 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
Gewihrleistung eines guten Wohlbefindens von Rindern (WINDER et al., 2018).
Eine alleinige Messung von Stress und Schmerz gestaltet sich jedoch oft schwierig,
da Nozizeption neben Schmerz auch zu Stress fiihrt (COETZEE et al., 2008).
Zudem sind die Parameter zur Messung von Stress und Schmerz fast ident und
konnen sich gegenseitig beeinflussen. Verminderte Aktivitit, gesenkte
Kopthaltung, Zéhneknirschen und eine erhohte Atemfrequenz gelten
beispielsweise sowohl als Schmerz- als auch als Stressindikator PEINHOFER
(2013).

Stress und negative affektive Zustdnde, wie Angst oder Depression haben einen
komplexen Einfluss auf Schmerzen, die entweder adaptiv und iiberlebenswichtig
(stressinduzierte Analgesie, SIA) oder maladaptiv (stressinduzierte Hyperalgesie,
SIH) sein konnen (IMBE et al., 2006; FORD & FINN, 2008; ASMUNDSON &
KATZ, 2009; BUTLER & FINN, 2009; WIECH & TRACEY, 2009; JENNINGS
et al.,, 2014; OLANGO & FINN, 2014). Zudem konnen akute, sowie chronische
Schmerzzustdande zu Stress und Angststorungen fiihren (EGLOFF et al., 2021).

Um Stress bzw. generelles Unbehagen bei einem Tier genau zu beurteilen, ist laut
GRANDIN (1997) eine Kombination aus Verhaltens- und physiologischen
Messungen am besten geeignet. Ahnlich verhiilt es sich bei der Schmerzmessung,
bei welcher, aufgrund der multifokalen Einfliisse, eine Kombination aus
subjektiven und objektiven Parametern empfohlen wird, um zuverldssige und

umfassende Ergebnisse zu erhalten (WEARY et al., 2006; HUDSON et al., 2008).

Im Folgenden werden die Parameter zur Schmerzmessung erklért, wobei auch der

jeweilige Einfluss von Stress beriicksichtigt und diskutiert wird.
2.1.1. Subjektive Methoden

Subjektive Schmerzerkennung héngt stark von der Erfahrung und Einschitzung der
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untersuchenden Person ab, weswegen gut ausgebildete und erfahrene
Untersucher*innen unerlésslich fiir eine gute Beurteilung sind (HUDSON et al.,
2008). Die erfassten Verhaltensweisen sollten klar definiert sein. Aufgrund von
hoher Verhaltensvariabilitidt sind Ergebnisse nur bei einer grolen Anzahl von
Versuchstieren aussagekriftig (FRASER & BROOM, 1990; HUDSON et al.,
2008). AuBBerdem deutet das normale Verhalten eines Tieres nicht immer auf einen
schmerz- und/oder stressfreien Zustand hin, da das Maskieren von Schmerz in der

Wildnis auch dazu dient, Raubtieren zu entgehen (BOMZON, 2011).

2.1.1.1. Ethogramm
Laut PRUNIER et al. (2013) konnen bei einer Schmerzreaktion 5
Verhaltensindikatoren unterschieden werden, wobei die ersten 4 darauf abzielen,
den schmerzhaften Reiz abzuschwichen bzw. zu vermeiden. Dazu zédhlen: 1)
Vermeidungs- und Abwehrverhalten, 2) LautduBerungen, 3) Verhaltensweisen, die
sich gegen den schmerzhaften Bereich richten, 4) Korperhaltungen und
Verhaltensweisen, die dazu dienen, die Stimulation des schmerzhaften Bereichs zu
reduzieren. Die fiinfte Kategorie, allgemeine Verdnderungen in der Aktivitit der
Tiere, bezieht sich auf Verdnderungen der Aktivitidt, 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 urspriinglich von CANNON
(1935) als ,Kampf oder Flucht“-Reaktion beschrieben wurde und durch
Territorialkontrolle und Aggression gekennzeichnet ist (HENRY & STEPHENS,
1977) und die Erhaltungs-Riickzugs-Reaktion (ENGEL & SCHMALE, 1972), die
durch passive Reaktionen wie Immobilitit, Urinieren, Kotabsatz und ein geringes
Mal an Aggression gekennzeichnet ist (VAN REENEN et al., 2005; FORKMAN
et al., 2007).

Da sich Stress, Schmerz und Angst gegenseitig beeinflussen (HENKE &
ERHARDT, 2001), ist es schwierig Schmerz und Stress isoliert voneinander zu
beurteilen. Einschrinkungen der Verhaltensbeobachtung bestehen mitunter durch
die Schwierigkeit, schnell auftretende Verhaltensweisen (z. B. Ohrenbewegungen)
zum Zeitpunkt des Geschehens korrekt zu erfassen (ALTMANN, 1974). Studien
haben auflerdem gezeigt, dass die Prdsenz eines beobachtenden Menschen das

Verhalten von Rindern beeinflusst (GRIGNARD et al., 2000; ISHIWATA et al.,
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2006). Aufgrund dieser Einschrinkungen erfolgt die Uberwachung dieser
Verhaltensweisen in der Regel durch Videoanalysen (THEURER et al., 2013).

2.1.1.2. Facial Grimace Scale
Das stoische Wesen von Rindern und die Fahigkeit, Schmerz und Unbehagen in
hohem MaBle zu maskieren, gestaltet 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., 2011), Méausen (LANGFORD et al., 2010) und Kaninchen
(KEATING et al., 2012), wiesen eine gute Voraussagbarkeit von Schmerz bei
subtilen Verhaltensdnderungen auf, wozu laut LEACH et al. (2012) auch der
Gesichtsausdruck zédhlt. Nach der Entwicklung des ,,Equine Pain Face* (GLEERUP
et al., 2015b) wurde erstmals auch an einer Schmerzskala fiir Rinder gearbeitet, die
das ,,Bovine Pain Face* inkludierte (GLEERUP et al., 2015a). Die Gesichtsskalen
beider Tierarten beruhen auf Verdnderung der Ohren, der Augen, der
Gesichtsmuskulatur und des (Flotz)mauls (GLEERUP et al., 2015a; GLEERUP et
al., 2015b). Das Schmerzgesicht bei Rindern nach GLEERUP et al. (2015a)

charakterisiert sich durch:

1) Angespannte und nach hinten gerichtete, oder hdngende, lammaéahnliche
Ohren.

2) Ausdruckslose Augen, angespannter Blick und mit halb geschlossenen oder
hingenden Augenlidern. Die Anspannung der Augenmuskulatur kann sich
durch ,,Furchenlinien iiber dem Auge zeigen.

3) Verspannungen der Gesichtsmuskulatur an der Seite des Kopfes

4) Geweitete, angespannte Nasenlocher, liber denen ebenfalls ,Falten® zu

sehen sein konnen.

Die Anwendung der Grimace Scale zur isolierten Messung von Schmerz hat
allerdings ihre Grenzen, da auch die Anwesenheit eines/einer Beobachter*in und
die Umgebung des Tieres die Aufmerksamkeit und den Gesichtsausdruck
beeinflussen, und verschiedene Ausdriicke dabei auch schmerzunabhingig
auftreten konnen (JOHNSTON et al., 2022). Die Anwesenheit einer beobachtenden
Person (KARLEN et al., 2019), sowie die Umgebung in der sich das Tier befindet
(unter anderem verschiedene &uflere Umstinde und Managementtechniken

(OGINO et al., 2014)), haben eine unmittelbare Steigerungen des Cortisolspiegels
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zur Folge und konnen somit als Stressreiz betrachtet werden. In einer Studie
verbrachten Lammer, die ein verwandtes Lamm mit Schmerzen beobachteten, mehr
Zeit mit nach hinten gerichteten Ohren (GUESGEN, 2015) als Kontrolltiere, was
auch als ein Indikator fiir einen negativen emotionalen Zustand im Zusammenhang
mit Schmerzen angesehen wurde (GUESGEN et al., 2016). Diese Beispiele zeigen,
dass auch Stress durch negative Emotionen einen Einfluss auf den

Gesichtsausdruck haben konnen.

2.1.1.3. Numerische Rating-Skala und visuelle Analogskala
Sowohl numerische Rating-Skala (NRS) als auch die visuelle Analogskala (VAS),
stammen urspriinglich aus der Humanmedizin und sind unidimensionale single-
item-Skalen, welche eine Einschitzung zur Schmerzintensitit eines/einer

Patienten/Patientin liefern (HAWKER et al., 2011).

Die numerische Rating-Skala (NRS) wird iiblicherweise verwendet um die
Schmerzintensitdt zu einem bestimmten Zeitpunkt anhand einer Skala von 0 bis 10
zu bewerten, wobei 0 , keine Schmerzen® und 10 ,,die am schlimmsten vorstellbaren
Schmerzen* bedeutet (BREIVIK et al., 2008). In der Humanmedizin wird die NRS
in vielen klinischen Bereichen der ambulanten Pflege regelmifBig zur
Schmerzerkennung eingesetzt (NUGENT et al, 2021) und kann entweder
graphisch oder verbal erfasst werden (WILLIAMSON & HOGGART, 2005). In der
Veterindrmedizin findet diese Skala meist in Erhebungen zur Schmerzbeurteilung
bei erwachsenen Rindern und Kilbern Verwendung (TSCHONER, 2021).
Nachteile sind eine mangelnde Spezifitit, da es sich um simple Beschreibungen
handelt, die stark gewichtet werden (MATHEWS, 2000) und eine geringe
Sensitivitét, durch die starke Vereinfachung der Kategorien des Aktivititsniveaus
(GRISNEAUX et al., 1999). Die Bewertung der Schmerzhaftigkeit, die ein Tier
empfindet, hingt zudem von der Erfahrung und der Einstellung der untersuchenden
Person ab (HUDSON et al.,, 2008). Beispielsweise stufen praktizierende
Tierdrztinnen (KIELLAND et al., 2009; LAVEN et al., 2009; REMNANT et al.,
2017; TSCHONER et al., 2020b) und Studentinnen (KIELLAND et al., 2009;
TSCHONER et al., 2020b) die Schmerzintensitéit bestimmter Erkrankungen und
Eingriffe als hoher ein, als ihre minnlichen Kollegen. Zudem konnte gezeigt
werden, dass auch ein hohes Level an Empathie zu einer hoheren Einstufung der

Schmerzintensitét fithrt (NORRING et al., 2014).
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Die VAS wird als 10 cm lange Linie dargestellt, die durch verbale Beschreibungen
von ,.keine Schmerzen® bis hin zu ,,am schlimmsten vorstellbare Schmerzen* fiihrt
(KIELLAND et al., 2009; KIELLAND et al., 2010). In der Humanmedizin wird
der/die Patient*in gebeten, einen Punkt zu markieren, um die Schmerzintensitét
anzugeben (WILLIAMSON & HOGGART, 2005), wéhrend in der
Veterindrmedizin der/die Beobachter*in auf diese Weise die Schmerzhaftigkeit
eines Tieres beurteilt (MATHEWS, 2000). In der Kleintiermedizin wurde die VAS
in vielen Schmerzstudien verwendet, z. B. bei Hunden (TAYLOR & HOULTON,
1984; WATERMAN & KALTHUM, 1992; LASCELLES et al., 1997) und Katzen
(SLINGSBY & WATERMAN-PEARSON, 1998). Beim Rind findet die VAS
Anwendung bei der Einschéitzung der Schmerzhaftigkeit nach verschiedenen
Eingriffen wie Kastrationen (OLSON et al., 2016; MELENDEZ et al., 2017;
MELENDEZ et al., 2018) oder Enthornungen (MIRRA et al., 2018). Dariiber
hinaus wurde die Skala in mehreren Umfragen zum Thema Schmerzeinschitzung
bei Kélbern verwendet, bei denen verschiedene Erkrankungen und Eingriffe anhand
der VAS bewertet wurden (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 erwiesen (JENSEN et
al., 1986). Allerdings muss die untersuchende Person, wie auch bei der NRS, bereits
Erfahrung mit der Beurteilung von Schmerz und der Anwendung der VAS haben
(MATHEWS, 2000). Insgesamt wird die VAS bei Rindern als informativer
angesehen als die NRS (KIELLAND et al, 2009). Ergebnisse einer
Ubersichtsarbeit von TSCHONER et al. (2024) zeigen jedoch, dass der Vergleich
der beiden Skalen schwierig ist. Zudem gibt es sowohl in der Human- als auch in
der Veterindrmedizin Faktoren, welche die Beurteilung akuter Schmerzen
beeinflussen konnen. Bezogen auf die untersuchende Person sind dies
beispielsweise der soziale und/oder der berufliche Status, das Alter, das Geschlecht,
der Grad der Empathie und der Bildungsstand (HAEFELI & ELFERING, 2006;
HUXLEY & WHAY, 2006; LAVEN et al.,, 2009; NORRING et al., 2014;
REMNANT et al., 2017). Beim Tier konnen Faktoren wie die Tierart, das Alter, die
Rasse, das Geschlecht und auch das Vorliegen friiherer Pathologien einen Einfluss

haben (HUGONNARD et al., 2004).

Eine Stressreaktion des Tieres kann die Beurteilung anhand von Schmerz-Skalen

potentiell beeinflussen. Beispielsweise kann sowohl die menschliche Anwesenheit
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(etwa in Form der beobachtenden Person) (HEMSWORTH & COLEMAN, 2010),
als auch sanfter Korperkontakt (PROBST et al., 2013) zu einer Stressreaktion bei

Rindern fiihren.
2.1.2. Objektive Methoden

Die objektive Bewertung von Schmerzzustdnden kann durch die Beurteilung von
physiologischen und Produktionsfaktoren erfolgen (WEARY et al., 2006). Zu den
physiologischen Parametern gehdren Biomarker wie Cortisol (COETZEE et al.,
2008; KARLEN et al., 2019) oder SP (COETZEE et al., 2008; COETZEE et al.,
2012b), sowie klinische Parameter wie Herzfrequenz und Herzfrequenzvariabilitét
(BUSTAMANTE et al., 2015; STOCK et al., 2015). Die gleichen Parameter spielen
auch bei der Messung von Stress eine wichtige Rolle. Zu den Produktionsfaktoren
zdhlen die Tageszunahmen bei Mastkdlbern (KARLEN et al., 2019) und die
Tagesmilchleistung (BARRAGAN et al.,, 2018). Bei Kilbern kommt die
Milchaufnahme als Parameter fiir Stress (SUTHERLAND et al., 2018) und
Hitzestress (DADO-SENN et al., 2020) hinzu, wobei sich diese auch bei der
Entstehung von Krankheiten (SUTHERLAND et al., 2018; COSTA et al., 2021)
und somit auch unter Einfluss von Schmerz dndert. Auch die Aktivitét ist ein
Parameter, welcher bei Kélbern sowohl zur Messung von schmerzhaften Zustdnden
(CURRAH et al., 2009; GIGLIUTO et al., 2014), als auch von Stress (Anzahl der
gegangener Schritte) (HALEY et al., 2005) eingesetzt wird. Fiir eine Ubersicht der
objektiven Methoden zur Schmerzmessung bieten TSCHONER (2021) und FEIST
and TSCHONER (2023) eine genaue Ubersicht.

2.1.2.1. Aktivitit
Die Aktivitdt, sowie verschiedene Aktivitditsmuster konnen bei Rindern und
Kélbern objektiv durch den Einsatz eines Accelerometers gemessen werden
(OLSON et al., 2016). Accelerometer werden waagrecht an einer Gliedmale
befestigt, wobei je nach Geritetyp verschiedene Sensorausgaben wie Stehen,
Liegen, Gehen oder Anzahl an Schritten (PAULY etal., 2012; OLSON et al., 2016)
erfasst werden. Mit Blick auf das vergangene Jahrzehnt fanden Accelerometer vor
allem bei Kilbern zur Messung von Verdnderungen der Aktivitdt nach
unterschiedlichen schmerzhaften Verfahren Anwendung (WHITE et al., 2008;
HEINRICH et al., 2010; COETZEE et al., 2012a; PAULY et al., 2012; THEURER
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etal., 2012; OLSON et al., 2016).

Eine weitere Methode zur objektiven Aktivititsmessung besteht im Gebrauch von
Pedometern. Sie stellen eines der am meisten genutzten Sensorsysteme der
Milchviehhaltung dar (SHEPLEY et al., 2017) und wurden auch in aktueller
Literatur zur Anwendung bei Kélbern beschrieben (MAYER et al., 2020). Ahnlich
wie beim Accelerometer kann das Pedometer an einer beliebigen Gliedmalle
befestigt werden (CURRAH et al., 2009; PIELER et al., 2013; WHITE et al., 2013;
COETZEE et al., 2014b; COETZEE et al., 2014a), wobei die Liege-, Steh- und
Gehaktivitdten, einschlieBlich der Anzahl der Schritte, kontinuierlich aufgezeichnet
werden. Die Datenerfassung durch Einsatz von Pedometern wird in zahlreichen
Studien, z. B. bei schmerzhaften Eingriffen wie Kastrationen beim Kalb (CURRAH
et al., 2009; PIELER et al., 2013; COETZEE et al., 2014b) beschrieben. Laut
DEVANT et al. (2012) hat jedoch auch der mit einer Kastration verbunden Stress
eine dauerhafte Auswirkung in Form einer reduzierten korperlichen Aktivitit zur
Folge. Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen  der von Rindern
zuriickgelegten Distanz und stressigen bzw. unangenehmen Situationen, wie einer
Kastration, bestehen (DZERMEIKAITE et al., 2023). Auch der Stress nach dem
Absetzen (HALEY et al., 2005) kann die Anzahl der Schritte bei Kilbern
beeinflussen. Nicht zuletzt fiihrt auch Hitze-Stress zu akuten Auswirkungen auf die
Aktivitit, wobei vermehrte Stehzeiten, ebenso wie lingere Ruhezeiten in schattigen

Bereichen beobachtet werden konnten (LOVARELLI et al., 2024).

2.1.2.2. Trinkeaufnahme bzw. Futteraufnahme
Die Futteraufnahme kann zur Bewertung von Schmerzen bei Kélbern verwendet
werden (BATES et al., 2015; WINDER et al., 2017), wobei auch akute Krankheiten
(und die damit verbundenen Schmerzen) zu einer verminderten Futter- und
Tréinkeaufnahme fithren (MILLMAN, 2007). Laut DUTHIE et al. (2021) sind die
Unterschiede im Fiitterungsverhalten am Ho6hepunkt der Erkrankung am
deutlichsten. Aber auch Stress (SUTHERLAND et al., 2018) und Hitzestress
(DADO-SENN et al., 2020) kdnnen zu Verdanderungen der Milchaufnahme fiihren.

Die Milchaufnahme von Kilbern wird jedoch auch von vielen anderen Faktoren,
unter anderem dem Fiitterungsmanagement, dem sozialen Umfeld und der
Bereitstellung fester Nahrung beeinflusst (MILLER-CUSHON & DEVRIES,

2015). Beispielsweise kann die Betreuungsperson und die jeweilige Mensch-Tier-
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Beziehung einen erheblichen Einfluss auf die Milchautnhahme von Kélbern haben.
So besteht laut WAIBLINGER et al. (2003); EBINGHAUS et al. (2018) ein
Zusammenhang zwischen Einstellung und Verhalten der Betreuungsperson und
dem Grad der Angst des Tieres vor dem Menschen. Die dadurch hervorgerufene
hormonelle Stressreaktion geht mit negativen Auswirkungen auf die Leistung, das
Wohlbefinden und das Handling einher und ist mit einem erhdhten Risiko fiir
Verletzungen fiir Tier und Mensch verbunden (MACK, 1980; RUSHEN et al.,
1999b; RUSHEN et al., 1999a; LENSINK et al., 2001; HEMSWORTH &
COLEMAN, 2010).

2.1.2.3. Cortisol
Das Glucocortikoid Cortisol ist ein Produkt der HPA-Achse, welches eine
wesentliche Rolle bei der Regulierung der biologischen Systeme des Korpers spielt
(SAPOLSKY et al., 2000; LUPIEN et al., 2009). Cortisol kann in verschiedenen
Untersuchungsmaterialien wie Blut, Speichel, Urin und Fékalien gemessen werden
(COOK, 2012). Auch die spezifischen Eigenschaften von Haar-Cortisol als
potenzielles Instrument zur Messung der langfristigen Aktivitit der HPA-Achse,
wurden sowohl in der Humanmedizin (RUSSELL et al., 2012; STALDER &
KIRSCHBAUM, 2012) als auch bei Rindern (GONZALEZ-DE-LA-VARA MDEL
etal., 2011; CREUTZINGER et al., 2017; HEIMBURGE et al., 2020) untersucht.

Die Exposition gegeniiber Stressoren wird mit einer erhohten Aktivitidt der HPA-
Achse in Verbindung gebracht, weswegen die Cortisolkonzentrationen im
Allgemeinen als Indikator fiir Stress angesehen werden (DALLMAN et al., 1987;
SAPOLSKY etal., 2000). In der Humanmedizin gilt Cortisol als Schliisselindikator
fiir psychischen Stress (TSIGOS & CHROUSOS, 2002) und Depression
(MONROE, 2008; SCHMIDT et al., 2011). Bei Wiederkduern ist Cortisol der
wichtigste objektive Parameter fiir die Bewertung von Stress, aber auch fiir
Schmerz (COETZEE et al.,, 2008). Bei Kilbern wurden Messungen der
Cortisolkonzentrationen sowohl zur Stressmessung (ZAVY et al., 1992; COOPER
et al., 1995; LITTLEJOHN et al., 2016) als auch zur Messung von
schmerzbedingten Distress (STILWELL et al., 2008; HEINRICH et al., 2009;
OLSON et al., 2016) eingesetzt. Bei der Unterscheidung von Stress und Schmerz
zeigt sich eine bedeutsame Einschrinkung von Cortisol, da der Cortisolspiegel

sowohl durch schmerzbedingten Stress, als auch durch Stress aufgrund von
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Handhabung (BOANDL et al.,, 1989; LESTER et al., 1991), menschlicher
Anwesenheit und Bewegungseinschrankung (KARLEN et al., 2019), individuellem
und angstbedingtem Verhalten (BRISTOW & HOLMES, 2007) sowie durch
Unterschiede im Management oder der duleren Umgebung (OGINO et al., 2014)
ansteigt. Zudem kann eine erhohte  HPA-Aktivitit auch  durch
Stoffwechselprozesse, positive affektive Zustinde, Paarungsverhalten und
korperliche Aktivitit verursacht werden (MORMEDE et al., 2007; RALPH &
TILBROOK, 2016).

Bei der Unterscheidung zwischen Stress und Nozizeption, erwiesen sich
gleichzeitige Messungen der Plasmakonzentrationen von Cortisol und SP als

hilfreich (COETZEE et al., 2008; KARLEN et al., 2019).

2.1.2.4. Substanz P
SP ist ein sensorischer Neurotransmitter aus der Familie der Tachykinine
(DEVANE, 2001), besteht aus 11 Aminosduren (CHANG et al., 1971) und kann
aus Blut (meist Plasma) (TOYODA et al.,, 2002; COETZEE et al.,, 2008;
RODRIGUEZ et al.,, 2018), Liquor cerebrospinalis (RUSSELL et al., 1994;
GERACIOTI et al., 2006; JOHANSSON et al., 2015) und seltener aus Speichel
(NICOLODI & BIANCO, 1990; MAYER, 2019) und Urin (ALTUNTAS et al.,

2014) gewonnen werden.

In der Humanmedizin gilt SP vorrangig als Vermittler von Nozizeption, spielt
jedoch auch bei Entziindungen (XU et al., 2000; O'CONNOR et al., 2004),
psychologischem Stress (Depressionen (BONDY et al., 2003; GERACIOTI et al.,
2006) posttraumatische Belastungsstorungen (PTBS) (GERACIOTT et al., 2006)
und bei stressbedingten Aborten (JOACHIM et al., 2001; TOMETTEN et al., 2004)
eine Rolle. Beim Wiederkduer fehlt Grundlagenforschung. Hier gilt SP als
objektiver Parameter zu Messung von Nozizeption (COETZEE et al., 2008) und

wurde zum Grofiteil nur wahrend und nach schmerzhaften Eingriffen untersucht.

2.1.2.5. Glukose
Bei Wiederkduern wird eine erhdhte Glucosekonzentration im Blut als Folge einer
Fluchtreaktion und durch verschiedene Stressfaktoren beschrieben (MUDRON et
al., 2005). Die Glukosekonzentrationen konnen allerdings auch durch verschiedene

andere Faktoren beeinflusst werden (SCHOLZ, 1990). Beispielsweise wirkt sich
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die Milchaufnahme auf die postprandiale Glukosekinetik (GERRITS, 2019) und
somit auf die postprandiale Plasmaglukose bei Milchkélbern aus (GHAFFARI et
al., 2017). Weiters kann die Glukosekonzentration bei endogener
Glukoseproduktion durch Glukoneogenese in der Leber (HAMMON et al., 2003),
durch das Alter von Kilbern (OMIDI-MIRZAEI et al., 2015) und durch das
Temperament der einzelnen Tiere (BURDICK SANCHEZ et al., 2016) beeinflusst
werden. Verschiedene Studien, die in den letzten Jahren zum Thema Auswirkung
von Hitzestress auf den Glukosespiegel durchgefiihrt wurden, zeigen zudem einen
signifikanten Riickgang des Blutzuckerspiegels durch Hitzestress beim Milchvieh
(RHOADS et al., 2009; WHEELOCK et al., 2010; BAUMGARD et al., 2011).

2.2, Unterschied zwischen Stress und Nozizeption

Eine genaue Abgrenzung von Nozizeption und Stress ist schwierig, da sich Stress,
Schmerz und Angst gegenseitig beeinflussen (HENKE & ERHARDT, 2001). Dabei
wirkt Schmerz stark aktivierend auf die Stressreaktion (ULRICH-LAI &
HERMAN, 2009). Stress ist ein wichtiger Modulator der Schmerzwahrnehmung
und -reaktion (VACHON-PRESSEAU, 2018). Unter normalen Bedingungen sind
die Schmerz- und Stressreaktionen adaptive und schiitzende Prozesse, die sich in
Allostase befinden (MCEWEN & WINGFIELD, 2003; MCEWEN, 2017). Bei
Uberbeanspruchung und Dysregulation solcher Prozesse und als Reaktion auf die
kumulative Belastung durch Stressoren (schmerz- oder nicht schmerzbezogen),
kann es jedoch zu einer allostatischen Belastung (,,Verschlei}*) kommen
(MCEWEN & WINGFIELD, 2003; GUIDI et al., 2020; RABEY & MOLONEY,
2022).

Beim Wiederkduer sind subjektive sowie objektive Methoden zur Messung von
Schmerz und Stress in vielen Punkten deckungsgleich. Hinzu kommen die stoische
Natur von Rindern und das Bemiihen, Schmerzen zu verbergen (HUDSON et al.,

2008).

Eine Untersuchung von COETZEE et al. (2008) zeigte jedoch zum ersten Mal auf,
dass SP als objektiver Biomarker fiir Nozizeption verwendet werden kann, da die
SP-Konzentrationen bei chirurgisch und scheinkastrierten Kilbern signifikante
Unterschiede aufwiesen, wihrend es bei den Cortisolkonzentrationen zwischen den

Gruppen keine Unterschiede gab. Seitdem werden simultane Messung von Cortisol
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und SP empfohlen, um zwischen akutem Stress aufgrund der Handhabung und
Stress aufgrund von Nozizeption zu unterscheiden (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 beschrieben als EULER and GADDUM (1931) eine nicht
identifizierte Substanz (damals ,,depressor substance* genannt) aus Gehirn und
Darm von Pferden isolierten, und ihr stark hypotensive Eigenschaften, sowie
Effekte auf die Kontraktilitit glatter Muskulatur zuschrieben. GADDUM and
SCHILD (1934) nannten diesen neuen Wirkstoff Substanz P, wobei sich P auf das
nach dem Extraktionsverfahren erhaltene Pulver bezog. LEMBECK (1953) konnte
hohe Konzentrationen dieser Substanz in der dorsalen Wurzel des Riickenmarks
nachweisen, weswegen SP erstmals mit Schmerziibertragung in Verbindung
gebracht und als neuronaler sensorischer Transmitter definiert wurde. Im Jahr 1971
definierte CHANG et al. (1971) die Aminosduresequenz von SP (aus dem
Hypothalamus eines Rindes) als ,,Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-
Met-NHz“. Im gleichen Jahr gelang TREGEAR et al. (1971) die erfolgreichen
Peptidsynthese von SP, was genauere Untersuchungen zu weiteren Funktionen von
SP im Nervensystem ermoglichte. Seit 1983 ist SP als Mitglied der Familie der
Tachykinine eingestuft (ERSPAMER, 1983).

In der Humanmedizin wurden umfangreiche Untersuchungen zu SP durchgefiihrt
(RUPNIAK & KRAMER, 1999; DEVANE, 2001; HUNT & MANTYH, 2001) und
es existieren zahlreiche Studien die auf eine breite Verteilung von SP im zentralen
und peripheren Nervensystem von Sdugetieren schlieBen lassen (CUELLO &
KANAZAWA, 1978; CHI et al., 2018; IFTIKHAR et al., 2020), wobei SP von
sensorischen Neuronen im dorsalen Horn der Wirbelsdule und im Gehirn freigesetzt
wird (HOKFELT et al., 1975). Dariiber hinaus kommt SP in Kérperfliissigkeiten
wie Blut und Liquor cerebrospinalis vor (KO et al, 2022). SP wird von
Nervenzellen synthetisiert und sezerniert (KO et al., 2022) und scheint vorrangig
Schmerzsignale zu tbertragen und als Vermittler von Nozizeption zu dienen
(POTTER etal., 1962; JESSELL, 1982; IVERSEN, 1998). SP konnte auch in nicht-
neuronalen Zelltypen, wie murinen Makrophagen (PASCUAL & BOST, 1990;
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BOST et al., 1992), humanen Endothelzellen (LINNIK & MOSKOWITZ, 1989;
MILNER et al., 1990), eosinophilen Granulozyten (ALTAKBARI et al., 1987) und
Leydigzellen aus humanen und murinen Hoden (CHIWAKATA et al., 1991)
nachgewiesen werden. Humane Lymphozyten und Monozyten sind zudem in der
Lage das SP-Gen zu exprimieren und SP zu produzieren (HO et al., 1997; LAI et
al., 1998). Es gibt Hinweise darauf, dass SP physiologische und verhaltensbezogene
Stressreaktionen im Gehirn moduliert. Bei Studien an Ratten induzierte SP (nach
zentraler ~ Verabreichung) ein  Muster von  kardiovaskuldren  und
verhaltensbezogenen Reaktionen, die den Reaktionen auf Stressreize &hneln
(UNGER et al., 1988; CULMAN & UNGER, 1995) und spielt insbesondere bei
PTBS (GERACIOTI et al., 2006) und Depressionen (BONDY et al., 2003;
GERACIOTI et al., 2006) eine Rolle.

Bei Wiederkduern beschrieben COETZEE et al. (2008) SP erstmals als objektiven
Biomarker fiir Nozizeption, der bei schmerzhaften Eingriffen wie Kastration
(DOCKWEILER etal., 2013; MINTLINE et al., 2014), Enthornung (ALLEN et al.,
2013; STOCK et al., 2016), Nabeloperationen (TSCHONER et al., 2018),
Schwanzkupieren (MAYER, 2019) und elektrischer Schmerzstimulation
(TSCHONER et al., unpublished) bei Kilbern, sowie Elektroejakulation
(WHITLOCK et al., 2012), Ovarektomie (LAUDER et al., 2020) und
endoskopischer Abomasopexie (TSCHONER et al., 2020a) beim erwachsenen
Rind untersucht wurde. Diese Eingriffe sind allerdings nicht nur schmerzhaft,

sondern sie gehen auch mit Stress und Entziindung 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 SP-Konzentration konnte beispielsweise bei
Krankheiten wie Fibromyalgie (RUSSELL et al., 1994) und Alzheimer
(JOHANSSON et al., 2015) beobachtet werden, wohingegen die Huntington-
Krankheit einen Abfall der SP-Konzentrationen mit sich bringt (EMSON et al.,
1980). Bei Parkinson-Patienten kommt es zu einer starken Abnahme von SP-

immunoreaktiven Neuronen (GAI et al., 1991).
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Beim Pferd beschiftigen sich einige Studien mit der Verteilung von SP im Darm
(BURNS & CUMMINGS, 1993; DOMENEGHINTI et al., 2004). In den letzten zwei
Jahren wurde SP beim Pferd jedoch auch auf seine Eigenschaften als potentieller
Stress- (SCHOLLER et al., 2023) bzw. Schmerzmarker (GRUBER et al., 2024) bei
Koliken untersucht. Bei Wiederkduern wurde SP fast ausschlieBlich zur Messung
von Nozizeption eingesetzt. Beginnend mit einer Studie von COETZEE et al.
(2008) wurden seitdem verschiedene Studien iiber schmerzhafte Verfahren bei
Rindern und Kélbern durchgefiihrt. Die SP-Konzentrationen in den Studien
variieren jedoch (COETZEE et al., 2008; TSCHONER et al., 2020a). Eine
Ubersichtsarbeit von TSCHONER and FEIST (2022) bietet eine detaillierte
Zusammenfassung verschiedener Eingriffe und deren Auswirkungen auf die SP-
Konzentrationen. Die  Vergleichbarkeit der  SP-Konzentrationen der
unterschiedlichen Studien ist durch die Heterogenitidt des Studiendesigns, der
Gruppierung der Tiere und der eingesetzten Verfahren schwierig. Zudem wurden
in den meisten Studien zusétzlich zu SP verschiedene andere Parameter zur
Beurteilung der Nozizeption verwendet, weswegen die Bewertung von SP nicht im
Mittelpunkt der Studien stand (TSCHONER & FEIST, 2022). In Bezug auf die
Versuchstiere wurden grof3e Unterschiede in den SP Konzentrationen zwischen den
einzelnen Kilbern festgestellt (COETZEE et al., 2008; TSCHONER et al., 2018).
Auch das Alter (DOCKWEILER et al., 2013) und das Temperament der Tiere
(KASIMANICKAM et al., 2018) haben Auswirkungen auf die SP-Konzentration
bei Rindern. Hinweis auf eine altersabhiingige Anderung der SP-Konzentration
zwischen erwachsenen Rindern und Kélbern gibt eine kiirzlich veroffentlichte
Studie von LANDINGER et al. (2024), die zeigte, dass adulte Kiihe signifikant

hohere SP Konzentrationen aufwiesen als Kélber 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 haben gezeigt, dass SP als Reaktion auf Stress freigesetzt wird
(DEVANE, 2001). Laut EBNER and SINGEWALD (2006) 16sen emotionale
Stressoren die In-vivo-Freisetzung von SP in bestimmten Hirnregionen (Amygdala,
laterales Septum, Nucleus accumbens, Locus coeruleus) aus, von denen eine

Beteiligung an Stress- und Angstmechanismen bekannt ist. Hierbei ist insbesondere
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die Amygdala von entscheidender Bedeutung, da diese fiir die Verarbeitung von
Emotionen (einschlieBlich Furcht und Angst) zustindig ist (AGGLETON, 1993;
LEDOUX, 1998), und SP-haltige Neuronen sowie NKI1-Rezeptoren in diesem
Bereich besonders stark ausgeprégt sind (LJUNGDAHL et al., 1978; ROBERTS et
al., 1982; NAKAYA et al., 1994; RIBEIRO-DA-SILVA & HOKFELT, 2000).

In einer Studie zeigten sich signifikant erhohte SP-Konzentrationen im Liquor
cerebrospinalis von Kriegsveteranen mit schwerer PTSD, im Vergleich zum Liquor
gesunder Freiwilliger (GERACIOTI et al., 2006). Der deutliche Anstieg der SP-
Konzentration wihrend und nach symptomausldosenden, nicht aber nach neutralen
Reizen, deutet darauf hin, dass die Freisetzung von SP im ZNS am Mechanismus
der akuten PTBS-Symptome beteiligt ist und SP im ZNS auf akuten
psychologischen Stress reagiert (GERACIOTI et al., 2006).

Bei Studien zu SP und ihrer Beteiligung an Depressionen konnte ebenfalls erhdhte
SP-Konzentrationen bei depressiven Patient*innen im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe beobachtet werden (BONDY et al., 2003; GERACIOTI et al.,
2006)

3.3.2. Forschung zu Substanz P und Stress bei Labortieren

Studien zu SP bei Labortieren sind zahlreich. Unter anderem konnte mit Hilfe von
Tiermodellen eine Freisetzung von SP als Teil der Reaktion auf Stress aufgezeigt
werden (DEVANE, 2001). Ergebnisse einer Studie an Mausen von JOACHIM et
al. (2001) weisen darauf hin, dass ein durch Stress verursachter Abort iiber SP
vermittelt wird. Zudem kann eine Blockade des SP-Rezeptors durch eine
verminderte Produktion von TNF-alpha durch CD8+ T-Zellen einem Abort
vorbeugen. Diese Ergebnisse zu SP stimmen mit denen einer Studie von
TOMETTEN et al. (2004) iiberein, in der ebenfalls signifikant erhohte SP-

vermittelte Abortraten nach Stresssituationen verzeichnen konnten.

JOACHIM et al. (2006) veroffentlichten eine Studie, die sich mit der
Hochregulierung von TNF-alpha durch Stress und SP in einem Mausmodell fiir
allergische Atemwegsentziindungen beschiftigte. Dabei fiihrte Stress in Form von

Larm zu einer Stimulation der SP-Expression in atemwegspezifischen Neuronen.

KAWANA et al. (2006) wollten {iberpriifen, ob SP an einer stress-induzierten
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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 der SP-positiven Nervenfasern zur Folge.

Weiters konnte bei Studien an Ratten nachgewiesen werden, dass eine Blockierung
von NK-1-Rezeptoren (Besetzung der Bindungsstelle) oder die genetische Storung
von NK-1-Rezeptoren (Blockierung der SP-Ubertragung) die Auswirkungen von
Stress verringern und damit eine anxiolytische und/oder antidepressive Wirkungen

erzielt werden kann (EBNER et al., 2008).
3.3.3. Forschung zu Substanz P und Stress bei Pferden

Nach der erstmaligen Isolation von SP aus dem Pferdedarm (EULER & GADDUM,
1931) beschiftigten sich weitere Studien mit der Verteilung und Rolle im
Intestinaltrakt des Pferdes. SP konnte spéter in Neuronen des submukdsen Plexus
(BURNS & CUMMINGS, 1993; DOMENEGHINI et al., 2004) und in
Nervenfasern des Plexus myentericus und der Tunica mucosa (in Verbindung mit
der Muscularis mucosae) (DOMENEGHINI et al., 2004) nachgewiesen werden.
Dies weist daraufhin hin, dass SP mit einer anregenden Reaktion der Muscularis

mucosae in Verbindung gebracht werden kann (DOMENEGHINI et al., 2004).

Neben einer Studie iiber erhohte SP-Konzentrationen in osteoarthritischer Gelenke
(KIRKER-HEAD et al., 2000) existiert nur wenig Forschung iiber SP bei Pferden.
Ein aktuelle Studie von SCHOLLER et al. (2023) beschiftigt sich mit der
Evaluation von SP als Stressmarker. Bei der Studie wurden SP- und
Cortisolkonzentrationen wéhrend 4 verschiedener Stressstufen (von Stufe 1: mit
losem Nasenriemen gerittene Pferde bis Stufe 4: mit engem Nasenriemen und
Overground-Endoskop) gemessen. Zwischen den Cortisolkonzentrationen und den
unterschiedlichen Stressstufen konnte ein linearer Verlauf beobachtet werden. Es
zeigte sich allerdings keine Korrelation zwischen den SP-Konzentrationen und den

Stressstufen.

Eine weitere Arbeit untersuchte SP als potentiellen Biomarker fiir schmerzhafte
Zustinde bzw. als prognostischen Faktor bei Koliken (GRUBER et al., 2024).
Wihrend die Cortisol- und Laktatkonzentrationen mit der Equine Acute Abdominal

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

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

Bei Hund und Katze fokussiert sich die bisherige Forschung zu SP und deren
Anstieg vor allem auf Schmerz (SCHAIBLE et al., 1990; YOON et al., 2019), aber
auch auf entziindliche Prozesse (POLIDORO et al., 2017). Im Hinblick auf Stress
ist eine Studie von SHAIKH et al. (1993) erwdhnenswert, bei welcher die Rolle von
SP im defensiven Wutverhalten von Katzen untersucht wurde. Ergebnisse dieser
Studie unterstiitzen die Hypothese, dass die mediale Amygdala einen starken
erregenden monosynaptischen Input fiir den medialen Hypothalamus fiir die
Ausprigung von defensivem Wutverhalten liefert, und dass dieser Mechanismus
zumindest teilweise iiber SP vermittelt wird (SHAIKH 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 iiberschaubare Menge an Studien zu SP bei Wiederkduern.
Der Grofiteil dieser Studien wurde an Kélbern durchgefiihrt, bei erwachsenen
Tieren ist die Datenlage begrenzt. Einen umfangreichen Uberblick iiber an
Wiederkduern durchgefiihrten Studien zu SP bietet eine Arbeit von TSCHONER
and FEIST (2022).

Bisher wurde SP fast ausschlielich in Verbindung mit schmerzhaften Zustéinden
erfasst. Da sich Schmerz und Stress allerdings gegenseitig beeinflussen (HENKE
& ERHARDT, 2001), miissen schmerzhafte Zustinde immer als eine Kombination
aus Schmerz und Stress angesehen werden. Arbeiten zu Stress als isoliertem
Einflussfaktor auf SP wurden bisher nur im Rahmen weniger Studien von VAN

ENGEN et al. (2014); VAN ENGEN et al. (2019) durchgefiihrt.

VAN ENGEN et al. (2014); VAN ENGEN et al. (2019) untersuchten den Einfluss
von Transportstress auf Kélber (VAN ENGEN et al., 2019) und Mastbullen (VAN
ENGEN et al., 2014), wobei die Tiere entweder {iber einen Zeitraum von 8 (VAN
ENGEN et al., 2019) oder 16 Stunden (VAN ENGEN et al., 2014) transportiert



II. Literaturiibersicht 22

wurden. In beiden Studien kam es zu einem Anstieg der SP-Konzentrationen direkt
nach dem Transport. Bei den Cortisolkonzentrationen gab es keine signifikanten
Verianderungen (VAN ENGEN et al., 2019), bzw. einen Abfall (VAN ENGEN et
al., 2014). In beiden Studien wurden jeweils zwei Blutproben entnommen —
unmittelbar nach dem Transport, und 5 Tage spiter (VAN ENGEN et al., 2014)
bzw. vor und unmittelbar nach dem Transport (VAN ENGEN et al., 2019). Weitere
Fragestellungen waren die Wirksamkeit einer vor dem Transport verabreichten
Meloxicam-Behandlung auf verschiedene Biomarker und die Morbiditdt, die
Leistung und die Schlachtkorpereigenschaften (VAN ENGEN et al., 2019) und auf
den Einfluss auf Krankheiten, wie der Rindergrippe (bovine respiratory disease =
BRD) (VAN ENGEN et al., 2014), weshalb der Einfluss von Stress auf SP in diesen

Studien nicht uneingeschrinkt beurteilt werden kann.

Das Problem der fehlenden Mdglichkeit der Vergleichbarkeit verschiedener
Studien durch Einsatz von Medikamenten besteht auch bei einer Studie von
TSCHONER et al. (2020a). Gegenstand dieser Untersuchung waren die
Auswirkungen einer Applikation von Xylazin vor einer endoskopischen Fixation
des Labmagens nach Janowitz zur Behebung einer linken Labmagenverlagerung
auf verschiedene Stressmarker im Blutplasma, unter anderem Cortisol und SP. Die
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 Gruppen. Dariiber hinaus
wurde in beiden Gruppen zu keinem Zeitpunkt eine Korrelation zwischen den

Cortisol- und SP Konzentrationen festgestellt (TSCHONER et al., 2020a).
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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
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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
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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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o, .’i/””.y__4———._"_‘—"\\\\\\‘N‘""‘“"////’/‘\\\\\\\‘____ﬁdé______AQ\\\\\\"”/’/’._»_»_"
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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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Appendix A: Treatment of calves (ID is number of animal) with either antibiotics (40 mg/kg

body weight, subcutaneously, Nuflor® Minidose 450 mg/ml, MSD, Unterschleiheim,

Germany (n = 13) or Fenflor 300 mg/ml, KRKA, Austria (n = 3), or analgesics (Meloxicam,

0.5 mg/kg body weight subcutaneously, Melosolute, CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH,

Burgdorf, Germany; Metamizol-Natrium, 20 — 40 ml/kg body weight intravenously,

Novaminsulfon, Albrecht GmbH, Aulendorf, Germany). Exclusion criteria for the trial were

acute or chronic diseases and treatment with an antibiotic or NSAID within 48 hours prior to

the trial.
ID Diagnosis Treatment day Treatment Trial Day
4 Bronchopneumonia 20.04.2024 Florfenicol 25.04.2023
18.04.2024 Meloxicam
5 Bronchopneumonia 19.04.2024 Meloxicam 26.04.2023
19.04.2024 Metamizol-Natrium
19.04.2024 Florfenicol
6 Bronchopneumonia, Diarrhea  09.05.2024 Florfenicol, Meloxicam 11.05.2023
15.05.2024 Meloxicam
16.05.2024 Meloxicam
7 Anemia, Myodistrophia, 09.05.2024 Florfenicol, Meloxicam 12.05.2023
Bronchopneumonia
8 - - - 15.06.2023
9 - - - 16.06.2023
10  Diarrhea 25.06.2024 Meloxicam 29.06.2023
11 Bronchopneumonia 25.06.2024 Meloxicam 30.06.2023
26.06.2024 Florfenicol, Meloxicam,
Metamizol-Natrium
28.06.2024 Meloxicam
12 - - - 20.07.2023
13 - - - 21.07.2023
14 Bronchopneumonia 10.09.2024 Florfenicol, Meloxicam 14.07.2023
15  Bronchopneumonia 10.09.2024 Florfenicol 15.09.2023
16  Bronchopneumonia 15.10.2024 Florfenicol 12.10.2023
17 Bronchopneumonia, Diarrhea  10.10.2024 Florfenicol 13.10.2023
18  Bronchopneumonia 29.10.2024 Florfenicol 02.11.2023
30.10.2024 Meloxicam
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Continuing Appendix 1:

19  Bronchopneumonia 29.10.2024 Florfenicol 03.11.2023
30.10.2024 Meloxicam

20  Bronchopneumonia 19.11.2024 Florfenicol, Meloxicam 30.11.2023

21 Bronchopneumonia 19.11.2024 Florfenicol, Meloxicam 01.12.2023

22 - - - 14.03.2024

23  Diarrhea 11.03.2024 Meloxicam 15.03.2024
16.03.2024 Meloxicam

24 Bronchopneumonia 12.03.2024 Florfenicol, Meloxicam 19.03.2024

25 = = - 25.04.2024

26  Bronchopneumonia 21.04.2024 Florfenicol, Meloxicam 26.04.2024

27" Injection damage, minor cuts  19.04.2024 Florfenicol , Meloxicam 03.05.2024
to the back of the left ankle, 21.04.2024 Florfenicol

selenium deficiency

!Injury on the day of admission, therefore 2x the i.m. dose.



37

II1. Publikation

ON/SOA 3S10U 0] UOIORAI PAONPIY

ON/SOA MO[ sieg

ON/SOA sIed Jo Suiaow juanbary

ON/S?A yoeq Suroey sied ylog

ON/SOA juol Suroe] ‘uonisod [euLIou Ul pjay sieq

saeg

ON/SOA AS0U JO YOrQ 18 ULYS JO SUIPULIA

ON/SOA asou , Auip* ‘ueajoun)

ON/SOA S[LISOU APIA\

ON/SOA asou A1

ON/SIA Asou 1M ‘ued|)

EIN

ON/SOA snwidejsAu ‘gqinq Sunejoy

ON/SOA saka Suuels ‘[Inq

ON/SOA peay jo no Surddod sakq

ON/SOA uado apim sokq

ON/SOA spijeAa Surddoiqg

ON/SAX paso[d sakg

ON/SRA P3sOpd Jjey spi]

ON/SAX $9K3 apIm ‘[RULION

PEYNG |

ON/SOA payoIe A[219A2S

ON/SOA paydae APl

ON/SOA a13oj01sAyd ‘ySreng

aury esioq

ON/SAA aul| [SIOp MO[og]

ON/SAA aul| [Bs10p s YTy dwies

ON//SOA uonisod o13ojoisAyd Y31y pray peay

PEIH JO uonisog

ON/SOA JOBQ SIBD ‘UMOP PEAY ‘JIAIIS]O T8 JOO] 1,US0(]

ON/SAA Jorq SIBI “JOAISQO 1B $Y00]

ON/SOA 1U01j 0] SIBd ‘YS1Y P[ay Peay ‘IIAIISQO 1B SY00 ]

(PEIH) [eunuY Jo J0IABYIg

[ _ [ | [ | [ [ | _ [ | [ - (Suyyrus J1 anjea ou ‘anurw Jad syieaig) ey Suiyearg

Jey Sunyjearg

[ T [ T T T T T T T [ T T - (o s i) owy ety

ey JeIy
sanoy 210J9q
sanoy _ Sl anoy | | uwpugy | wwmge | wwg | wwgz | wwgz | wwgp _ upw g _ ug | uwwg | uyw g9

Sun ], JudsdIg REIEIITALH |

-own Surpdues earjes/poojq

OBD JB Passasse d1om sIdjweIe] "((S107) ‘T8 12 dnuds[n) pue (8007) 12 12 1519, AQ paqLIosap Se PaIJIpouUI) UOHEIUIUOD J ddULISqNS

BAI[ES PUE SUOIEIUDUOD § ddupisqns ewse[d ajen[ead o) (NOD) SH{NWNS oYM 10 (SSHYLS) SNnWns [njssalis & 1aye pue SuLmnp ‘a10jaq SaA[ed Ul Suoissaidxa [B108] pue JOIARYAq $SISSE 0] s1djoweied g xipuaddy




II1. Publikation

38

Appendix C: Parameters (modified as described by Rizk et al. 2012) to assess behavior of

calves during a stressful stimulus (STRESS) or without stimulus (CON) to evaluate plasma

substance P concentrations and saliva substance P concentrations. Behavioral parameters

were recorded with a video camera for the duration of 35 minutes on the day of the trial (from
09:00 a.m. (0 min) until after blood sampling at 09:35 a.m. (35 min)). The different

parameters were assessed as frequency (n) in 35 minutes.

Behavioral Parameter

Description of Parameter

n/ 35 min

Ear Movements

Movement of both ears or of one individual ear;
one ear movement was counted as movement to

the back and then the front again

Movement of the head

Headbanging to the side, up or down for no other

reason than stress

Movement of the limbs

Tripping, banging and kicking with the legs as

evasive behavior and tightening of the limbs

Sequence of movements

Movement sequence (from rest to rest) e.g.
walking or circling in the igloo, or moving

forwards, sideways or backwards while standing

Tail Movements

Quick movements of the tail from one side to the

other (from rest to rest)

Evasive Behavior

Evasive movements in the crush (either to the

front, side, or backwards)

Vocalization Groaning, Moaning, Mooing, or other forms of
vocalization

Teeth Grinding As a reaction to either pain or stress

Urination

Defecation
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Appendix D: General findings, findings of clinical examination according to Dirksen et al.

(1979), and laboratory findings of selected blood parameters in n = 24 male calves of the

German Simmental Breed on DO of a clinical trial to evaluate the effect of a stressful stimulus

on substance P and cortisol concentrations, as well as on the behavior and activity. Calves were

randomly assigned to either control (CON) or trial (STRESS) groups. Parameters are presented

as mean and standard deviation (SD). Ranges are given in brackets.

Total CON STRESS
(n=24) (n=12) (n=12)
General Findings
Age (d) 409 +3.2 41.2+29 40.6 £3.4
(35-46) (35-46) (35-45)
Findings of Clinical Examination
Temperature (°C) 38.7£0.3 38.7+03 38.7+0.3
(38.0-39.4) (38.3-39.4) (38.0-39.2)
Heart Rate (beats/minute) 117+ 15 116 + 17 119+ 13
(92-152) (96 - 152) (92 - 144)
Respiratory Rate (breaths/minute) 40+4 39+4 40+4
(36 -48) (36—-48) (36-48)
Findings of Laboratory Analysis
PCV! 26.1£8.5 29.0+7.8 23.5%83
(30— 36%)
(10.66 - 37.18) (12.24-37.16) (10.66 — 37.18)
Leucocytes? 63+1.7 T.0+£2:1 57+1.0
(4-10x10/ul)
(3.99 - 10.90) (4.32-10.90) (3.99-17.22)
Total Protein 534 +£3.1 52:5+2:8 543 +3.1
(4080 g/L)
(47.50 — 60.90) (47.50-56.10) (48.20 - 50.90)
Albumin 334+1.7 324+1.1 343+1.6
(30.5-36.30) (30.5 - 34.50) (31.70-36.30)
Globulin 20.0£2.5 20.0+2.2 20.0+2.8
(15.2-25.0) (15.7-22.8) 152-25.0
GSPHX? 990.5 £520.8 934.4 + 554.7 1046.7 +478.1
(>250 g/Hb)
(27 -2259) (27 - 2089) (331 —2259)

'Packed Cell Volume, values are missing for one calf (11, CON) due to coagulation of EDTA blood *Values are missing for

two calves (11,13 CON) due to coagulation of EDTA blood. *Gluthathione Peroxidase, evaluated on the day of arrival of the

calves at the Clinic for Ruminants with Ambulatory and Herd Health Services.
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Appendix E: Missing data in n = 24 male calves of the German Simmental Breed to assess
plasma substance P concentrations (PSPC), salivary substance P concentrations (SSPC), plasma
cortisol concentrations (PCC), glucose concentrations, and behavioral data before, during, and
after a stressful stimulation. Animals were assigned to either control (CON) or trial (STRESS)
group.

Appendix E.1.: Samples that needed to be analyzed another time for evaluation of plasma

substance P concentrations (PSPC).

Group
CON STRESS

Animal Timepoint Animal Timepoint

Analysis repeated due to duplicates of optical densities varying more than 15%
13 2 hours
21 2 hours
Dilution 1:20 due to PSPC exceeding 10,000 pg/ml
15 45 min
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Appendix E.2.: Samples that needed to be analyzed another time or values below the sensitivity
of the ELISA kit for evaluation of salivary substance P concentrations (SSPC).
Group
CON STRESS

Animal Timepoint Animal Timepoint

Analysis repeated due to duplicates of optical densities varying more than 15%

9 60 min before, 0 min 8 1.5 hours, 2 hours
11 0 min 22 15 min, 20 min
12 30 min
13 45 min
21 60 min before, 0 min
SSPC below the sensitivity of the ELISA-Kit
4 2 hours 7 20 min
5 60 min before, 0 min, 8 5 min, 30 min
15 min
12 15 min, 1 hour 14 5 min, 20 min, 30
min, 45 min
13 60 min before, 0 min, 15 60 min before, 0 min,
20 min 10 min, 15 min
26 all 13 samples 16 all 13 samples
17 25 min, 30 min
18 0 min to 2 hours
19 all 13 samples
20 0 min and 5 min to 30
min
25 all 13 samples
27 60 min before to 35

min and 1 hour to 2

hours
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Appendix E.3.: Samples that needed to be analyzed another time for evaluation of plasma
cortisol concentrations (PCC).
Group
CON STRESS

Animal Timepoint Animal Timepoint

Analysis repeated due to duplicates of optical densities varying more than 15%

4 15 min, 45 min, 1
hour

6 1 hour, 2 hours

10 2 hours

13 15 min, 20 min, 30
min

Dilution 1:20 due to PSPC exceeding 10,000 pg/ml

10 1.5 hours 7 0 min to 25 min and

45 min, 1.5 hours

11 15 minto 25 minand 18 60 min before, 5 min,
1 hour, 2 hours 25 min, 1.5 hours
12 60 min before, 0 min 19 0 min

to 25 min and 35 min
to 2 hours

13 1.5 hours 22 0 min to 2 hours

23 all 13 samples 25 all 13 samples
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Appendix E.4.: Missing data for respiratory rate due to animals sniffling and investigators not

being able to count a respiratory rate.

Group
CON STRESS
Animal Timepoint Animal Timepoint

5 1 hour 7 15 min
10 25 min 8 45 min
12 15 min, 30 min 14 35 min
13 20 min 16 45 min
21 25 min, 45 min 17 35 min
23 S min 18 2 hours
24 20 min 19 45 min

25 1 hour

26 1 hour

Appendix E.5.: Missing data for activity due to technical problems with the pedometer.

Group
CON STRESS
Animal Animal
4 7
6 14
11 17
21 19

20
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Continuing Appendix I:

Heart Rate (beats/minute)

CON STRESS
Timepoint P Timepoint P
2h 25min  0.0004
2h 30min  0.0001
2h 35min  <.0001
2h 45min  <.0001
2h lh 0.0194
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IV. DISKUSSION

1.1. Versuchstiere

Die Kilber dieser Studie wurden entweder auf einem bayerischen Kélbermarkt
ersteigert oder vom Lehr- und Forschungszentrum Achselschwang (zu den
Bayerischen Staatsgiitern gehorend) erworben (Kélber 4 und 5). Kélber, die fiir die
vorliegende Studie gekauft wurden, sollten sowohl ,,genetisch hornlos* als auch
,unkastriert sein, um frithere Schmerz- oder Stresssituationen der Kélber
weitestgehend zu vermeiden. Die Kilber, die in diese Studie miteinbezogen
wurden, waren 4 - 6 Wochen alt — dies sollte den Einfluss von
Entziindungsprozessen so weit wie moglich begrenzen und das einfache Handling
mit den Kédlbern noch mdglich machen. Kilber im Alter von 28 Tagen sind deutlich
robuster als solche, die im Alter von etwa 14 Tagen transportiert werden
(MARCATO et al., 2022b), was auf eine fortgeschrittenere Entwicklung ihrer
adaptiven Immunitét zuriickzufiihren ist (MARCATO et al., 2022a). Eine Studie
von HASAN et al. (2017) zeigte jedoch, dass Kélber unter 6 Monaten ein
signifikant hoheres Risiko haben an Krankheiten zu leiden, weswegen das
Kilberalter in unserer Studie eine Einschrinkung darstellt. In unserer
Studienpopulation wurden Durchfall und Atemwegserkrankungen als die am
hiufigsten auftretenden Krankheiten beobachtet, was im Einklang mit Ergebnissen
von SVENSSON et al. (2003); SVENSSON and LIBERG (2006); JOHNSON et al.
(2021) steht. Dennoch wurde diese Altersgruppe der vorliegende Studie bewusst
gewdhlt, da die meisten zootechnischen Eingriffe wie (chirurgische) Kastration und
Enthornung normalerweise in dieser Altersgruppe durchgefiihrt werden und zu
Schmerzen und Stress fithren (STAFFORD & MELLOR, 2005). Diese Tatsache
macht grundlegende Forschungsarbeiten iiber Schmerzparameter in dieser

Altersgruppe erforderlich.

Obwohl alle Kélber vor dem Kauf auf dem Markt klinisch untersucht wurden, gab
es keine Informationen iiber andere Risikofaktoren fiir Krankheiten, wie z. B.
Kolostrumaufnahme, Hygiene, Temperatur und Zugluft im Herkunftsstall,
Gruppierung und Unterbringung der Tiere, Management (LUNDBORG et al.,
2005; JOHNSON et al., 2021) und andere mogliche Einfliisse. Weitere

Risikofaktoren fiir Krankheiten, die in wunserer Studienpopulation nicht
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ausgeschlossen werden konnten, waren der Verkauf iiber den Kélbermarkt und der
damit verbundene Infektionsdruck (DUBE et al., 2010), sowie der Transport
(CREUTZINGER et al., 2021). Wéhrend der Eingewdhnungsphase in der Klinik
wurden die Tiere zundchst keiner Behandlung unterzogen. Akuter Durchfall an den
Versuchstagen der ersten drei Kélber hatte jedoch die Einfithrung -eines
standardisierten prophylaktischen Behandlungsprotokolls zur Folge. Um den
Einfluss von Krankheiten auf unsere Versuchs- und Studienergebnisse zu
begrenzen, wurden am Tag 0 des Versuchs Blutproben zur Bestimmung unter
anderem der Leukozytenzahl entnommen, die nachweislich signifikant und positiv
mit PSPC korreliert (LANDINGER et al., 2024). Tiere mit einer deutlichen
Uberschreitung des Referenzbereichs wiren von der Studie ausgeschlossen
worden. Ein weiteres Ausschlusskriterium war die Behandlung mit einem
Antibiotikum oder NSAID innerhalb von 48 Stunden vor der Studie, da die
Behandlung mit Analgetika wie Metamizol (TSCHONER et al., 2018) oder
Meloxicam (COETZEE et al., 2012b; ALLEN et al., 2013) die PSPC im Blut

beeinflusst.

1.2. Stressreiz

In unserer Studie bestand der Stressreiz aus dem Fiithren des Kalbes zum
Versuchsraum, der Fixierung im Zwangsstand, dem Ausscheren der Herzgegend,
der ultrasonographischen Untersuchung des Herzens und dem Fiihren des Kalbes
zuriick in das Iglu. Nach PESENHOFER et al. (2006) fiihrt die stehende Fixierung
im Zwangsstand bei erwachsenen Rindern zu einem Anstieg der
Cortisolkonzentration. Das Hin- und Zuriickfiihren, die Fixierung im Zwangsstand,
das Ausscheren und vor allem die ultrasonographische Untersuchung kénnen als
erweiterter Stressreiz angesehen werden, da die Kélber dies noch nie zuvor erlebt
hatten. Dies steht im Gegensatz zu den Tieren in einer zusammenhédngenden Studie
(TSCHONER et al., unpublished), in der die Kédlber vor dem Versuch sieben Tage
lang daran gewdhnt und trainiert wurden in einem Zwangsstand zu stehen, um den
Stress am Versuchstag zu minimieren. Damit der Stressreiz der vorliegenden Studie
wihrend des Versuchs konstant verlduft, wurde die ultrasonographische
Untersuchung immer von denselben zwei Personen durchgefiihrt. Zusétzlich wurde
auf eine gleichbleibende Anzahl an Personen im Raum geachtet. Urspriinglich war

ein Versuchsaufbau dhnlich dem einer Studie von AMBERGER (2009) geplant, bei
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welcher die Kilber fiir die ultrasonographische Untersuchung in Seitenlage
gebracht wurden, was erheblichen Stress und einen Anstieg des Cortisolspiegels
verursacht (TAGAWA et al., 1994; RIZK et al., 2012b). Fiir die vorliegende Studie
war die urspriingliche Planung nicht moglich, da aufgrund von Anderungen der
Transportverordnung keine jungen Kilber mehr gekauft werden konnten. Die
deutsche Transportverordnung, die 2023 in Kraft trat, besagt, dass Kélber vor dem
Transport 28 Tage alt sein miissen (TierSchTrV §10 Abs. 4, 2023). Die Kilber
waren mit einem Alter von vier bis sechs Wochen zu schwer, um diese sicher und
ohne Sedierung oder zusitzliche Personen in Seitenlage verbringen zu kdnnen. Die
Verwendung von Xylazin zur Sedierung hitte die Ergebnisse der Studie beeinflusst,
da a-2-Agonisten die Freisetzung von Noradrenalin und SP hemmen (ANDERSON
& MUIR, 2005). Daher wurde das Studiendesign entsprechen angepasst und die
Tiere stehend im Zwangsstand einer ultrasonographischen Untersuchung

unterzogen.

1.3. Plasma-Substanz P-Konzentrationen

In der Studienpopulation der vorliegenden Studie zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede in den Plasma-Substanz P-Konzentrationen (PSPC, plasma substance
P concentrations) zwischen STRESS und CON, mit Ausnahme von ,,5 min*, wo
die PSPC bei den Tieren in CON im Vergleich zu STRESS hoher waren. Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen von VAN ENGEN et al. (2014); VAN
ENGEN et al. (2019), bei deren Studien die SP-Konzentrationen bei Kélbern als
Folge von Transportstress, anstiegen. Die Unterschiede zur vorliegenden Studie
lassen sich durch die Akklimatisierung unserer Kilber an ihre Umgebung, die
klinische Untersuchung, und Umgang mit den Tieren nach dem Transport erkléren.
In der vorliegenden Studie nahm die PSPC wihrend des Stressereignisses ab, wobet
es signifikante Unterschiede zwischen ,,-60 min* und ,,5 min“ und ,,20 min* gab,
wihrend bei den Tieren in CON keine Unterschiede festgestellt werden konnten. In
einer Studie aus der Humanmedizin wurde nach akutem Stress eine erhohte B-
Endorphin-Plasmakonzentration, aber keine Verdnderungen von PSPC im Blut
festgestellt (SCHEDLOWSKI et al., 1995). GERACIOTI et al. (2006) fanden
erhohte SP-Konzentrationen im zentralen Nervensystem bei menschlichen
Patient*innen mit schweren Depressionen und PTBS. Es ist moglich, dass die

Untersuchung von Liquor cerebrospinalis in unserer Studie zu anderen Ergebnissen
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gefiihrt hitte. Es besteht Grund zur Annahme, dass SP physiologische und
verhaltensbezogene Stressreaktionen im Gehirn moduliert. Weiters fiithrt die
Exposition gegeniiber einer Vielzahl emotionaler, physischer und schmerzhafter
Stressoren zu verdnderten SP-Gewebespiegeln oder SP-Immunreaktivitdt in
verschiedenen Gehirnregionen (EBNER & SINGEWALD, 2006). Daher konnten
Untersuchungen der SP-Konzentrationen in anderen Matrices als Blut und
Speichel, oder die Analyse verschiedener Hirnregionen wihrend des Stressreizes,
andere Ergebnisse liefern. Nichtsdestotrotz stimmen unsere Ergebnisse in gewisser
Weise mit denen von TSCHONER et al. (2020a) iiberein, die keine Unterschiede
in der PSPC-Konzentration zwischen Tieren feststellten, die entweder mit einem
Placebo oder mit Xylazinhydrochlorid behandelt wurden, um den Stress vor einer
laparoskopischen Fixierung des Labmagens zu reduzieren. Es ist schwierig unsere
Ergebnisse mit anderen Studien zu vergleichen, da Stress und Schmerz in den
meisten Studien nicht getrennt voneinander gemessen wurden. Zudem wurde in
dhnlichen Studien zum Thema Stressbewertung ein NSAID verabreicht (VAN
ENGEN et al., 2014; VAN ENGEN et al., 2019). Beim Vergleich der gesamten
PSPC in unserer Studienpopulation mit anderen Forschungsarbeiten bei Rindern
waren die PSPC in unserer Studie hoher als die PSPC bei 14 bis 21 Tage alten
Kélbern (LANDINGER et al., 2024). Diese Unterschiede konnen altersbedingt
bedingt sein, da hohere PSPC sowohl bei dlteren Kélbern (DOCKWEILER et al.,
2013) als auch bei erwachsenen Rindern (LANDINGER et al., 2024) festgestellt

wurden.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass akuter Stress die PSPC nicht erhoht, sondern es zu
einem Abfall der PSPC kommt. Allerdings war der Stressreiz moglicherweise nicht
stark genug, um eine ausgeprigtere Reaktion bei den Tieren hervorzurufen.
HWANG et al. (2005) zeigten, dass die Bindung von SP-Rezeptoren in der
zentralen Amygdala 24 und 48 Stunden nach der Stresseinwirkung zunimmt, wenn
Ratten zwei Stunden lang fixiert werden. Es ist also wahrscheinlich, dass die Dauer
der Stressbelastung und die Schwere des Stressors wichtige Faktoren fiir die
beobachteten Auswirkungen auf die SP-Ubertragung sind, zumindest in der
Amygdala (EBNER & SINGEWALD, 2006). In anderen Studien an Rindern
wurden stirkere oder chronische Stressreize verwendet und bewertet. In einer
Arbeit von AMBERGER (2009) wurden Kélber fiir eine Ultraschalluntersuchung

in Seitenlage fixiert, was als stdrkerer Stressreiz im Vergleich zu einer
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ultrasonographischen Untersuchung im Zwangsstand angesehen werden kann. Da
AMBERGER (2009) jedoch weder PSPC noch die Plasma-Cortisolkonzentration
(PCC, plasma cortisol concentrations) bewertet hat, ist ein direkter Vergleich nicht
moglich. In anderen Studien wurden die Kédlber entweder 8 (VAN ENGEN et al.,
2019) oder sogar 16 Stunden (VAN ENGEN et al., 2014) transportiert, was im
Vergleich zur vorliegenden Studie eine ldngere Stressbelastung darstellt. Da in
diesen Studien auflerdem nur zwei Blutproben entnommen wurden und keine
Kontrollgruppen miteinbezogen wurden (VAN ENGEN et al., 2014; VAN ENGEN

et al., 2019), ist ein Vergleich mit unserer Studie nicht mdglich.

Auch das Temperament der Tiere kann die PSPC beeinflussen. KASIMANICKAM
et al. (2018) fanden signifikant hohere SP-Konzentrationen bei nervisen im
Vergleich zu ruhigen Rindern vor dem Absetzen und der Aufzucht. AuBerdem
wurden in fritheren Studien hohe Variationen von PSPC zwischen und innerhalb
von Tieren beschrieben (COETZEE et al., 2008; LANDINGER et al., 2023). Diese
Ergebnisse konnten die Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren in der

vorliegenden Arbeit erkléren.

1.4. Korrelation zwischen Plasma-Substanz P-Konzentrationen und

Plasma-Cortisolkonzentrationen

In unserer Studie wurde eine positive und signifikante Korrelation zwischen PSPC
und PCC festgestellt, die bereits fiir Neugeborene beschrieben wurde
(DIONYSAKOPOULOU et al.,, 2023). Bei Ménnern wurde ein Trend zur
Signifikanz zwischen der Flache unter der Kurve fiir SP und Cortisol gefunden
(ROHLEDER et al., 2006). Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Studie
von KASIMANICKAM et al. (2019), eine aktuelle Studie von TSCHONER et al.
(unpublished), stellte hingegen eine signifikante und negative Korrelation zwischen

PSPC und PCC bei Kilbern nach wiederholter schmerzhafter Stimulation fest.

1.5. Speichel-Substanz P-Konzentrationen

Die Verwendung von Speichel als Biomarker hat viele Vorteile, insbesondere
hinsichtlich der Probenentnahme (CERON et al., 2022), die im Vergleich zur
Blutentnahme weniger invasiv ist (GROSCHL, 2008; PFAFFE et al., 2011).

Dartiber hinaus eignet sich Speichel sehr gut zu Zwecken des Monitorings und
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bietet viele potenzielle Anwendungsmoglichkeiten, sowohl in der Veterindrmedizin
als auch im Humanbereich (GROSCHL, 2008; PFAFFE et al., 2011; LAMY &
MAU, 2012). In der Humanmedizin fanden JASIM et al. (2018) signifikante
Unterschiede zwischen SP-Konzentrationen im Blut und im Speichel. Basierend
auf den analysierbaren Proben konnte bei der vorliegenden Studie keine Korrelation
zwischen der Speichel-Substanz P-Konzentration (SSPC = saliva substance P
concentrations) und PSPC festgestellt werden. Unseres Wissens nach ist eine
Studie von MAYER (2019) bisher die einzige Arbeit, welche die SSPC bei Kilbern
bewertet. Trotz der nahezu identischen Probenentnahme und -verarbeitung ist ein
Vergleich dennoch schwierig, da in der Studie von MAYER (2019) nur 2
Speichelproben entnommen wurden (D-1 und DO0) und eine geringere Anzahl von

Versuchstieren (16 Kélber) verwendet wurde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie miissen jedoch mit Vorsicht betrachtet
werden, da die SSPC bei 16 Tieren und 106 von 312 Proben (34%) unterhalb der
Empfindlichkeit des ELISA-Kits lagen. Die SSPC Proben wurden analog zur Studie
von MAYER (2019) analysiert, bei welcher alle Proben analysierbar waren. Ein
moglicher Einflussfaktor auf die SSPC stellt die Verarbeitung der Proben dar. Zur
Stabilisierung von SP wurde Aprotinin, ein natiirliches basisches Polypeptid und
ein Proteaseinhibitor, verwendet. Allerdings konnte das Aprotinin der Salivette
nicht vor der Probenentnahme zugefiigt werden und die Menge an Aprotinin musste
an die Menge des gesammelten Speichels angepasst werden. Der schnelle Transport
der Proben ins Labor und die Zugabe von Aprotinin hatten zwar Prioritét, aber auch
menschliche Faktoren diirfen nicht auler Acht gelassen werden und kdnnten zu
Zeitunterschieden gefiihrt haben. In Hinblick auf unsere Studie ist eine
unzureichende SP-Ausscheidung im Speichel denkbar. Bei CON gab es eine hohere
Anzahl analysierbarer Ergebnisse, was auf eine verringerte Speichelausscheidung
bei den gestressten Tieren schliefen lasst. Aus humanmedizinischen Studien geht
hervor, dass Stress (GHOLAMI et al.,, 2017, FREDERIKSEN et al., 2024),
Angstzustinde und Depressionen (GHOLAMI et al., 2017) die Speichelflussrate
beeinflussen und zu Xerostomie fiihren konnen. Weiters ist ein unterschiedliches
Kauverhalten der Kélber moglich. Auch wenn die verwendete Messmethode —
mittels Salivette (vorgesehen zum Gebrauch in der Humanmedizin) — zuvor bereits
bei MAYER (2019) beschrieben wurde, konnte diese eine weitere Einschrankung
darstellen. Ein saugfahigeres Material, wie z. B. ein Schwamm, den CONTRERAS-
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AGUILAR et al. (2019) in ihrer Studie an Schafen verwendeten, hitte unsere

Ergebnisse positiv beeinflussen kdnnen.

1.6. Plasma-Cortisolkonzentrationen

Cortisol gilt seit langem als wichtigster Indikator fiir (schmerzbedingten) Stress
(BRISTOW & HOLMES, 2007), wird aber auch in der Humanmedizin als
Schliisselindikator fiir psychischen Stress (TSIGOS & CHROUSOS, 2002) und
Depression (MONROE, 2008; SCHMIDT et al., 2011) angesehen. Bei
Wiederkduern werden unmittelbare Verdnderungen der Cortisolkonzentrationen
hauptséchlich durch akuten schmerzbedingten Stress, aber auch durch Handhabung
(LESTER et al., 1991; MOLONY & KENT, 1997), menschliche Anwesenheit und
Einschrinkung (KARLEN et al., 2021), sowie durch unterschiedliche dufere
Bedingungen und Managementtechniken (OGINO et al., 2014) und individuelles
und angstbedingtes Verhalten (BRISTOW & HOLMES, 2007) verursacht. Die
gleichzeitige Messung der Plasmakonzentrationen von SP und Cortisol hat sich als
niitzlich fiir die Unterscheidung von Stress und Schmerz erwiesen (COETZEE et
al., 2008; KARLEN et al., 2021). In der vorliegenden Studie gab es keine
signifikanten Unterschiede in den PCC zwischen den beiden Gruppen, was darauf
hindeutet, dass der stresshafte Stimulus entweder nicht stark genug war, um die
Kélber zu stressen, oder dass die Kélber in CON ein dhnliches Ausmal} an Stress
erfuhren wie die Kélber in STRESS. Innerhalb der Gruppe CON waren die PCC
bei ,,10 min“ und “25 min*“ im Vergleich zu ,,-60 min* signifikant niedriger. Eine
Studie von STILWELL et al. (2008) ergab, dass der Cortisolspiegel bis zu einer
Minute nicht beeinflusst wird, wenn die Blutproben unmittelbar nach der
Ruhigstellung der Kilber durch sanfte Fixierung entnommen werden. Da die
Bewegungsfreiheit bei den Kilbern der CON-Gruppe manchmal auf dhnliche
Weise eingeschriankt werden mussten, um Verletzungen oder die Haltbarkeit des
Jugularvenenkatheters wéhrend der Probenahme zu vermeiden, konnte die
Fixierung der Kélber unsere Ergebnisse beeinflusst haben. Andererseits konnten
die niedrigeren PCC auch auf die Gewohnung an die regelmafige Probenahme und
die menschliche Anwesenheit zuriickzufiihren sein. Laut STILWELL et al. (2010)
ist der Anstieg der PCC bei Kélbern immer vom Stressor abhéngig. Bei den Tieren
der Gruppe STRESS wurde versucht, den Stressreiz konstant zu halten, wiahrend

bei den Kilbern der Gruppe CON das Ziel darin bestand, die Kilber so gut wie



IV. Diskussion 60

moglich vor mdglichen externen Stressoren zu schiitzen. Da der Versuch jedoch an
routineméfigen klinischen Arbeitstagen stattfand, stellen verschiedene Stressoren
wie vorbeifahrendes Personal oder Fahrzeuge (CON) und Laborpersonal, welches
die Proben fiir die Verarbeitung der Speichelproben abholte (CON und STRESS)
eine Einschrinkung der Studie dar. Da die Unterbringung, die Fiitterungszeiten, die
tdglichen allgemeinen Untersuchungen, und die Anzahl der wéhrend des Versuchs
anwesenden Personen konstant blieben, diirfte der Einfluss dieser Faktoren auf

unsere Studienergebnisse gering sein.

1.7. Glukosekonzentrationen im Blut

Die ,,Kampf- oder Fluchtreaktion® gilt als ein wichtiger Mechanismus, mit dem ein
Organismus auf Stress oder Gefahr reagiert (CANNON, 1915), wobei die
Glukosekonzentration im Verlauf der Fluchtreaktion ansteigt (MUDRON et al.,
2005). In der vorliegenden Studie kdnnte die beschriebene Fluchtreaktion und der
damit verbundene Anstieg der Glukosekonzentration eine Folge der wiederholten
Untersuchungen sowie der eng getakteten Probennahmen gewesen sein. Es fillt auf,
dass die Glukosekonzentrationen bei STRESS im Vergleich zu CON zu Beginn der
Studie (,,5 min“ und ,10 min“) signifikant niedriger ausfielen. Die
Glukosekonzentrationen sollten jedoch bei der Beurteilung der Stressintensitét mit
Vorsicht betrachtet werden, da sie leicht durch verschiedene andere Faktoren
beeinflusst werden konnen (SCHOLZ, 1990). Ein Beispiel bietet hier die
Milchaufnahme, welche sich auf die postprandiale Glukosekinetik (GERRITS,
2019) und damit auf die postprandiale Plasmaglukose bei Milchkélbern auswirkt
(GHAFFARI et al., 2017). Der Aspekt der Fiitterung sollte in dieser Studie
ebenfalls beriicksichtigt werden. Variationen in der Kraftfutteraufnahme konnten
ein Grund fiir die unterschiedlichen Glukosespiegel sowohl zwischen als auch
innerhalb der Gruppen sein, da Kraftfutter ad libitum zur Verfiigung stand (der
Zeitraum der ultrasonographischen Untersuchung in der Gruppe STRESS
ausgenommen). Die unterschiedlichen Glukosekonzentrationen konnten auch mit
den Fiitterungszeiten zusammenhdngen. Ein genaues Einhalten des angesetzten
Fitterungszeit um 07:00 war im klinischen Alltag nicht immer moglich. Auch die
endogene Glukoseproduktion durch Glukoneogenese in der Leber (HAMMON et
al., 2003) und das Alter der Kélber (OMIDI-MIRZAETI et al., 2015) konnen die

Glukosekonzentration beeinflussen. Auflerdem sollte, obwohl die Versuche am
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Morgen durchgefiihrt wurden, der Hitzestress berticksichtigt werden. Verschiedene
Studien, die zur Auswirkung von Hitzestress auf den Glukosespiegel durchgefiihrt
wurden, zeigten einen signifikanten Riickgang des Glucosespiegels bei Milchkiihen
(RHOADS et al., 2009; WHEELOCK et al., 2010; BAUMGARD et al., 2011). Da
die Versuche der vorliegenden Studie jedoch iiber einen Zeitraum von mehr als
einem Jahr durchgefiihrt wurden, sollte der Hitzestress als Einfluss auf unsere

Studienergebnisse eine untergeordnete Rolle spielen.

1.8. Verhalten am Tag des Versuchs

Die Verinderungen des Tierverhaltens werden als wichtiger Faktor im
Versuchsaufbau anerkannt (ARAVE & ALBRIGHT, 1981) und die
Verhaltensbewertung kann ein leistungsfahiges Instrument zur Feststellung von
Verinderungen im Tierverhalten sein (JOHNSON et al., 2008). Die Bewertung der
Verhaltensparameter umfasste die Messung der bovinen Grimace Scale
(GLEERUP, 2017) modifiziert nach FEIST et al. (2008); TSCHONER et al.
(2020a), der Korperhaltung sowie physiologischer Parameter wie Herzfrequenz
(HF) und Atemfrequenz (AF). Die HF bzw. die Herzfrequenzvariation (HRV, heart
rate variability) wird zur Messung der Reaktionen des autonomen Nervensystems
auf chronischen oder akuten Stress (HAGEN et al., 2005; KOVACS et al., 2015a),
sowie auf externen und internen Stress verwendet, der zu einem signifikanten

Anstieg der HF in Kilbern fithren kann (MOHR et al., 2002).

In der vorliegenden Studie war die HF der Kélber in STRESS im Vergleich zu den
Tieren in CON zu fast allen Zeitpunkten entweder signifikant oder tendenziell
hoher. Dieses Ergebnis konnte das gesteigerte Stressniveau der Tiere in STRESS
widerspiegeln. Allerdings muss auch die Menge an Bewegung beriicksichtigt
werden, sowohl bei den Tieren der Gruppe STRESS (Hin- und Riickweg zum
Zwangsstand) als auch bei CON (freie Bewegung im Iglu), da die Bewegung ein
Schliisselfaktor ist, der die HRV beeinflusst (OISHI et al., 2018). Bei den Kélbern
der Gruppe CON konnte der Riickgang der HF mit einer Gewohnung an die
menschliche Anwesenheit und die Probennahme zusammenhéngen. Die HF kann
sich auch aufgrund des individuellen Temperaments und der Reaktivitit auf
Menschen dndern (KOVACS et al., 2015b), was unsere Ergebnisse beeinflusst

haben konnte.
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Ein Anstieg der AF ist ein wichtiger Indikator fiir Stress (GAUGHAN et al., 2000)
und ein indirektes Instrument zur Bewertung von Schmerzen (SAEED et al., 2008;
GIGLIUTO et al., 2014). Die AF als Parameter wird jedoch hauptsichlich bei
hitzegestressten Tieren verwendet (HAHN et al., 1997; POLSKY & VON
KEYSERLINGK, 2017). Auch der Temperatur-Feuchtigkeits-Index (THOM,
1959), die Korperhaltung eines Tieres (PINTO et al., 2019) und Krankheiten der
Atemwege (GAETA et al., 2018) konnen einen Einfluss auf die AF haben. In der
vorliegenden Studie war die AF bei den Tieren der Gruppe STRESS im Vergleich
zu CON bei ,,45 min* tendenziell signifikant hoher, was mit dem Transport der
Tiere vom Zwangsstand zum Iglu zusammenhéngen kann. Bei den STRESS
Kaélbern lag die AF tiber dem Basalwert, insbesondere wihrend der Fixierung im
Zwangsstand und der ultrasonographischen Untersuchung. Dies deutet auf
tatsdchlich ausgeldsten Stress hin. Die Hiufigkeit der anderen bewerteten
Verhaltensparameter zwischen den Gruppen zeigte nur bei der ,,Kopthaltung*
signifikante Unterschiede, wobei die Kéilber der STRESS-Gruppe im Vergleich zu
den Tieren der CON-Gruppe signifikant hdufiger ,.gleiche Hohe wie die
Dorsallinie” zeigten. Die Nackenhaltung bei Rindern wurde bisher nur wenig
untersucht (DE OLIVEIRA & KEELING, 2018), aber GLEERUP (2017) stellte
fest, dass Schmerzen héufig zu einer niedrigeren Kopthaltung fiihren. In unserer
Studie konnten diese Haltung und die horizontale Position des Kopfes auf die

Bewegungseinschrinkung durch den Zwangsstand zuriickzufiihren sein.

1.9. Verhaltensbeurteilung wihrend des Stressreizes

In der vorliegenden Studie wurde ein nach RIZK et al. (2012a) modifiziertes
Ethogramm zur Bewertung des Verhaltens wihrend des Stressreizes in STRESS,
und wihrend des gleichen Zeitraums in CON verwendet. Wihrend in einer
zusammenhdngenden Studie von TSCHONER et al. (unpublished) die
Verhaltensbeobachtung im Zuge eines Schmerzreizes angewandt wurde und die
Parameter laut RIZK et al. (2012a) iibernommen wurden, erfolgten in der
vorliegenden Studie geringgradige Abdnderungen einzelner Parameter. STRESS-
Kélber zeigten eine signifikant hohere Héufigkeit von ,,Ohrbewegungen® im
Vergleich zu CON-Kiélbern. Nach PROCTOR and CARDER (2014) ist die
entspannte Position der Ohren ein Indikator fiir einen positiven emotionalen

Zustand bei Kithen. REEFMANN et al. (2009) fanden eine reduzierte Anzahl von
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Ohrpositionsdnderungen wéhrend positiver und eine erhohte Anzahl wéhrend
negativer Erfahrungen bei Schafen. Fiir die STRESS-Gruppe unserer Studie lésst
dies auf ein hoheres MaB an erlebten negativen Erfahrungen schlieBen. ,,Bewegung
der GliedmaBlen* wurde bei den Kélbern der Gruppe STRESS signifikant hdufiger
festgestellt als bei den Tieren der Gruppe CON, was im Einklang mit GRANDIN
(1993) steht, die eine erhohte Bewegung bei Rindern, als Zeichen von Unruhe
feststellen konnten. Andere Faktoren, welche die Bewegung beeinflussen, wie z. B.
soziale Isolation (BOISSY & LE NEINDRE, 1997) und die Unterbringung der
Kiihe in einer neuen Umgebung (HOPSTER, 1998), konnten auch auf die
Ergebnisse unserer Studie zutreffen. Nach RUSHEN et al. (1999c) erhdht die
soziale Isolation in einer ungewohnten Umgebung die Haufigkeit von Defédkation,
Urinieren und/oder Lautduferungen. In der vorliegenden Studie setzen die Kélber
der STRESS-Gruppe signifikant 6fter Harn ab (stehend, im Zwangsstand), als es
bei Kilbern der CON-Gruppe der Fall war. Die Videobeurteilung bei CON
gestaltete sich deutlich schwieriger, da sich die Kélber stets in das Iglu
zuriickziehen konnten, weswegen das Aufzeichnen aller Verhaltensdnderungen
nicht liickenlos moglich war. Ein stdndiges Heraustreiben aus dem Iglu hétte fiir die
Kilber zu Stress gefiihrt und damit unsere Ergebnisse negativ beeinflusst. Da auch
die Prdsenz von Menschen einen erheblichen Stressfaktor fiir Rinder darstellen
konnen (HEMSWORTH & COLEMAN, 2010), kann sich die Anwesenheit einer
beobachtenden Person auf das Verhalten der Tiere und folglich auf die Ergebnisse
der Ethogramme auswirken (FRASER & BROOM, 1990). In unserem Fall
erforderte die Versuchsanordnung fiir Kélber unter STRESS die Anwesenheit von
drei Personen: Eine Person zur Bewertung von Verhaltensparametern und zur
Entnahme von Blut- und Speichelproben, eine Person, um mogliche Fluchtversuche
zu verhindern (vor dem Kalb stehend), und eine Person zur Durchfiihrung der
ultrasonographischen Untersuchung. In dieser Phase des Versuchs war immer die
gleiche Anzahl von Personen anwesend, um die Auswirkungen der Anzahl der
Beobachter*innen auf das Verhalten der Kélber zu verringern. In der Gruppe der
CON-Kilber wurde nur eine Person fiir die Probenahme und die
Verhaltensbeurteilung benotigt. Da die Speichelproben so schnell wie mdglich
verarbeitet werden mussten, war das regelméfige Abholen der Proben durch das
Laborpersonal, und das damit verbundene wiederholte Betreten des Versuchsraums

bzw. die Anndherung an das Iglu, unerlésslich. Dies stellt eine Einschrinkung
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unserer Studie dar, da die Mdglichkeit zur Beeinflussung des Verhaltens der Kdlber
gegeben war. Die Videoaufzeichnungen und die Haufigkeit der Verhaltensweisen
wurden immer von derselben Beobachterin ausgewertet. Aufgrund des
Versuchsaufbaus war eine Verblindung der Gruppenzuordnung gegeniiber der
Beobachterin nicht mdglich, was eine wesentliche Einschrinkung der
Verhaltensbeurteilung darstellt. Um Verzerrungen bei der Bewertung zu
vermeiden, wird eine Verblindung empfohlen (FRASER & BROOM, 1990;
MARTI et al., 2017).

1.10. Aktivitit und Anzahl der Schritte

Der Einsatz von Pedometern in der Viehzucht bietet, neben einer Reihe von
Vorteilen fiir die Umwelt, die sich aus der Optimierung des Tier- und
Ressourcenmanagements ergeben (BONFANTI et al., 2025), auch Informationen
iiber die Anzahl der Schritte, die ein Rind in einem bestimmten Zeitraum macht
(MAZRIER et al., 2006). Ergebnisse von BOISSY and BOUISSOU (1995) deuten
darauf hin, dass eine verringerte Bewegungsaktivitit bei Féarsen auf eine hohe
Angstlichkeit hinweist. Laut DEVANT et al. (2012) hat auch der mit einer
Kastration verbundene Stress eine dauerhafte Auswirkung in Form einer

Verringerung der korperlichen Aktivitét.

In unserer Studie unterschieden sich die Aktivitit und die Anzahl der Schritte nicht
signifikant zwischen beiden Gruppen. Wie bereits erortert, konnte dies mit einem
unzureichenden Stressreiz zusammenhingen. In der vorliegenden Studie wurde
aufgrund technischer Probleme mit den Batterien des Pedometers nur eine geringe
Menge an Daten gewonnen, was die Verwendung unserer Daten einschréinkt.
Abgesehen von der ultrasonographischen Untersuchung, bei der die Kilber im
Zwangsstand waren, und der Bewegung vom Iglu zum Versuchsraum und zuriick,
waren alle Kélber auf die gleiche Weise untergebracht. Dies macht den Einfluss
von Umweltfaktoren, wie von THEURER et al. (2012) beschrieben,
unwahrscheinlich. Die Ruhigstellung und Bewegung der Kélber in der STRESS-
Gruppe konnte einen moglichen Einfluss auf unsere Studienergebnisse haben.
Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren konnten auf mogliche Krankheiten
zurlickzufiihren sein, die am Versuchstag noch nicht diagnostiziert waren. In einer
Studie von DUTHIE et al. (2021) wurde festgestellt, dass Unterschiede in der

Aktivitét bereits an den Tagen vor dem Hohepunkt der Erkrankung zu beobachten
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waren. Dariliber hinaus kommt es auch bei Krankheiten wie z. B. einer
Lungenentziindung zu einer Verringerung der Schrittzahl (HANZLICEK et al.,
2010).

1.11. Milchaufnahme

Die Gesamtmilchaufnahme unterschied sich nicht signifikant zwischen den
Gruppen. Die Milchaufnahme wurde als Gesamtprozentsatz angegeben, um
jeglichen Einfluss der Anzahl der Fiitterungen auf unsere Ergebnisse zu reduzieren,
da das Fiitterungsmanagement bei zwei Kalbern aufgrund der Fiitterung auf dem

Herkunftsbetrieb unterschiedlich war (CON, Kilber 4 und 5).

Stress (SUTHERLAND et al., 2018), aber auch Hitzestress (DADO-SENN et al.,
2020) konnen zu Verdnderungen der Milchauftnahme fithren. Da sich Futter- und
Milchaufnahme zwischen CON und STRESS nicht unterschieden, kann davon
ausgegangen werden, dass der Stimulus in STRESS nicht stressig genug war, um
die Milchaufnahme negativ zu beeinflussen. Tierindividuelle Schwankungen und
Schwankungen innerhalb der Tiere einer Gruppe konnten darauf zuriickzufiihren
sein, das aufgrund des Arbeitsalltags in der Klinik an den einzelnen Versuchstagen
unterschiedliche Pfleger*innen fiir die Fiitterung der Kélber zustindig waren.
Einige Pfleger*innen waren bei der Fiitterung der Kélber geduldiger und
enthusiastischer als andere, was die Milchaufnahme beeinflusst haben konnte. Nach
WAIBLINGER et al. (2003); EBINGHAUS et al. (2018) besteht ein
Zusammenhang zwischen der Einstellung und dem Verhalten der betreuenden

Person gegeniiber den Tieren und dem Grad der Angst der Tiere vor dem Menschen.

In der vorliegenden Studie wurde die Futteraufnahme zusétzlich zur téglichen
Untersuchung und der Bestimmung der Leukozytenzahl am Tag 0 (Tag vor dem
Versuch) beobachtet, um den Gesundheitszustand der Kélber zu beurteilen.
SUTHERLAND et al. (2018) hélt es fiir wahrscheinlich, dass die Fiitterung einer
hoheren Milchmenge die Empfindlichkeit des Fressverhaltens als Maf3 fiir Stress
(z. B. Schmerzen und Krankheit) bei Kilbern erhoht. Viele Krankheiten bei
Rindern haben Auswirkung auf die Futteraufnahme (BAREILLE et al., 2003),
wobei akute Krankheiten zu einer reduzierten Futter- und Wasseraufnahme fiihren
(MILLMAN, 2007). Eine Studie von DUTHIE et al. (2021) ergab, dass kranke

Kaélber im Vergleich zu gesunden Kilbern kiirzere Fiitterungszeiten und weniger
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Trankebesuche (mit Futterauthahme) pro Tag zeigte.
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V. FAzIT

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie kann folgendes Fazit gezogen

werden:

e FEin akutes, kurzfristiges Stressereignis (Fixation im Zwangsstand und
ultrasonographische Untersuchung des Herzens fiir 30 Minuten) fiihrt nicht
zu einem Anstieg, sondern zu einem Abfall der PSPC bei Kilbern. Die PCC
und die Glukosekonzentrationen zu den einzelnen Zeitpunkten
unterscheiden sich zwischen den Gruppen.

e Speichelproben scheinen keine geeignete Matrix fiir die Bewertung der SP-
Konzentrationen bei Kélbern zu sein, da 34 % der Proben nicht korrekt
analysiert werden konnten.

e Es lieB sich keine Korrelation zwischen den PSPC und den SSPC
nachweisen.

e PSPC und PCC zeigten eine positive und signifikante Korrelation.

e Mit Hilfe eines Ethogramms konnte eine signifikante Zunahme der Ohr-
und GliedmaBBenbewegungen sowie der Haufigkeit des Urinabsatzes bei
gestressten Tieren festgestellt werden. Dies deutet auf die Wichtigkeit der
Verhaltensbeobachtung als Instrument zur Bewertung der Tiere, hin.

e Weitere Untersuchungen bei Rindern sind nétig, um Auswirkungen von

chronischem Stress auf die PSPC zu untersuchen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Die Beurteilung von Schmerzen bei Rindern ist schwierig. Cortisol
gilt seit langem als wichtiger objektive Parameter fiir die Bewertung von Stress und
Nozizeption, aber auch Substanz P (SP), ein Neurotransmitter der Tachykinin-
Familie, wurde als objektiver Biomarker fiir Nozizeption bei Rindern beschrieben.
Vor allem simultane Messungen der Plasmakonzentrationen von SP und Cortisol
konnten sich zur Differenzierung zwischen Stress und Nozizeption als niitzlich
erweisen. Laut Studien aus der Humanmedizin kann nicht nur Nozizeption, sondern
auch Stress und Entziindungen zu einem Anstieg der SP-Konzentrationen fiihren.
Im Rahmen der Grundlagenforschung zu SP als Biomarker fiir Nozizeption bei
Rindern war es das Ziel dieser Studie 1) Die SP-Konzentration im Blutplasma
gesunder Kilber der Rasse Deutsches Fleckvieh, die einem Stressreiz ausgesetzt
sind, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu bewerten, 2) Festzustellen, ob es eine
Korrelation zwischen den SP-Konzentrationen in Blut- und Speichelproben gibt,
und 3) Eine mogliche Korrelation von PSPC mit der Cortisolkonzentration im
Blutplasma und Verhaltensédnderungen wihrend und nach dem Versuchszeitraum

zu beschreiben.

Material und Methoden: Insgesamt wurden 24 méannliche Kélber der Rasse
Deutsches Fleckvieh im Alter von 32,6 + 3,3 (28 bis 38) Tagen entweder einer
Kontroll- (CON) oder einer Versuchsgruppe (STRESS) zugeordnet. Am
Versuchstag wurden 13 Proben zur Bestimmung von SP-Konzentrationen im
Plasma (PSPC) wund Speichel (SSPC) und Cortisol- (PCC) wund
Glukosekonzentrationen aus dem Blut enthommen. Zusédtzlich wurde vor jeder
Probennahme eine Verhaltensbewertung durchgefiihrt. Die erste Probennahme
erfolgte um 08:00 morgens. Um 08:45 Uhr wurden die Kilber der STRESS-Gruppe
in einen Untersuchungsraum gebracht und mit einem Halfter am Kopf in einem
Zwangsstand fixiert. Von 09:00 Uhr bis 09:30 Uhr wurden die Tiere der STRESS-
Gruppe einem Stressreiz (Fixation im Zwangstand und ultrasonographische
Untersuchung des Herzens) unterzogen. Von ,,0 min* bis ,,35 min‘“ (09:00 bis 09:35
Uhr) wurde das Verhalten der Kilber mit einer Videokamera aufgezeichnet und
mittels Ethogramm ausgewertet. Um 09:35 Uhr wurden die Kédlber der STRESS-
Gruppe wieder zuriick in ihre Iglus gebracht. Die Kilber der CON-Gruppe

verblieben fiir den gesamten Versuchszeitraum in ihren Iglus. Die Aktivitdt und die
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Anzahl der Schritte wurde tiber einen Zeitraum von 24 h mittels Pedometer

gemessen, und die Milchaufnahme wurde dokumentiert.

Ergebnisse: PSPC und PCC unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen. Bei
STRESS waren die PSPC nach 5 und 20 Minuten signifikant niedriger als beim
Basalwert ,,60 Minuten zuvor*. Die SSPC lagen bei 34 % der Proben unterhalb der
Empfindlichkeit des ELISAs. Die SSPC waren bei CON im Vergleich zu STRESS
nach 0, 5, 10, 20 und 30 Minuten sowie nach 2 Stunden signifikant hoher. Bei
STRESS waren die SSPC nach 30 Minuten signifikant niedriger als 60 Minuten
zuvor. Es gab keine Korrelation zwischen PSPC und SSPC. Die PCC waren bei
STRESS nach 20 Minuten signifikant hoher als 60 Minuten zuvor und bei CON
nach 10 und 25 Minuten signifikant niedriger als 60 Minuten zuvor. Die
Glukosekonzentrationen waren bei STRESS im Vergleich zu CON nach 5 und 10
Minuten signifikant niedriger und unterschieden sich signifikant innerhalb der
Gruppen. ,,Ohrbewegungen®, ,,Gliedmalenbewegungen und ,,Urinieren* waren
bei STRESS signifikant hoher als bei CON. Milchaufnahme und Aktivitit

unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen.

Diskussion: Ein akuter Stressreiz (ultrasonographische Untersuchung mit Fixation
im Zwangsstand) fiihrt nicht zu einem Anstieg, sondern sogar zu einem Abfall der
PSPC-Werte. In der Stressgruppe fiel eine Zunahme an Ohr- und
Gliedmallenbewegungen, sowie der H&ufigkeit des Urinierens auf, was auf
tatsdchlich empfundenen Stress hindeutet. Die Vermutung liegt nahe, dass ein
stirkerer, oder ldnger andauernder Stressreiz moglicherweise andere Ergebnisse
hervorgebracht hitte. Die Messung der SSPC bei Kélbern, scheint kein geeignetes
Instrument zu sein, da 34 % der entnommenen Speichelproben nicht korrekt
analysierbar waren. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass sich SP nicht als

Biomarker fiir akuten Stress beim Kalb eignet.



VII. Summary 70

VII. SUMMARY

Background: Pain assessment in cattle is difficult. Cortisol has long been
considered an important objective parameter for the assessment of stress and
nociception, but substance P (SP), a neurotransmitter of the tachykinin family, has
also been described as an objective biomarker for nociception in cattle.
Simultaneous measurements of plasma concentrations of SP and cortisol could
prove useful to differentiate between stress and nociception. According to studies
in human medicine, nociception, as well as stress and inflammation can lead to an
increase of SP. In the context of basic research on SP as a biomarker for nociception
in cattle, the aims of this study were to 1) evaluate the SP concentration in blood
plasma of healthy German Simmental calves exposed to a stress stimulus compared
to a control group, 2) determine whether there is a correlation between SP
concentrations in blood and saliva samples, 3) describe a possible correlation of
PSPC with cortisol concentration in the blood plasma and behavioral changes

during and after the trial.

Material and methods: A total of 24 male calves of the German Simmental breed
aged 32.6 £ 3.3 (28 to 38) days were assigned to either a control (CON) or a trial
group (STRESS). On the test day, 13 samples were taken to determine SP
concentrations in plasma (PSPC) and saliva (SSPC), as well as cortisol (PCC) and
glucose concentrations from the blood. Behavioral parameters were assessed before
each sampling. The first sampling took place at 08:00 a.m. in the morning. At 08:45
a.m., STRESS calves were brought into an examination room and restrained in a
crush. From 09:00 a.m. to 09:30 a.m., animals in the STRESS group were subjected
to a stressful stimulus (restraint in a crush and ultrasonographic examination of the
heart). From “0 min” to “35 min” (09:00 a.m. to 09:35 a.m.), the behavior of the
calves was recorded with a video camera and evaluated using an ethogram. At 09:35
a.m., STRESS calves were returned to their igloos. The calves in the CON group
remained in their igloos for the entire duration of the trial. Activity and number of
steps were recorded over a 24-hour period using a pedometer, and milk intake was

documented.

Results: PSPC and PCC did not differ between the groups. In STRESS, PSPC were
significantly lower after 5 and 20 minutes than at the baseline, “60 minutes before”.

SSPC were below the sensitivity of the ELISA in 34 % of the samples, and were
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significantly higher in CON compared with STRESS at 0, 5, 10, 20 and 30 minutes
and after 2 hours. In STRESS, the SSPCs were significantly lower after 30 minutes
than after 60 minutes. There was no correlation between PSPC and SSPC. PCC
were significantly higher in STRESS at 20 minutes than 60 minutes before and
significantly lower in CON at 10 and 25 minutes than 60 minutes before. Glucose
concentrations were significantly lower in STRESS compared to CON at 5 and 10
minutes and differed significantly within groups. “Ear movements”, “limb
movements” and “urination” were significantly higher in STRESS compared with

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

Discussion: An acute stressful stimulus (ultrasonographic examination with
fixation in a forced position) did not result in an increase, but a decrease in PSPC.
There was an increase in ear and limb movements, as well as in the frequency of
urination in SRESS calves, which indicates that animals were indeed experiencing
stress. It is possible that a stronger or longer-lasting stress stimulus might have
provided different results. The collection of saliva samples does not appear to be a
suitable instrument to assess SP concentrations in cattle, as 34% of the samples
could not be analyzed correctly. The results of the present study indicate that SP is

no suitable indicator for stress in calves.
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