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Zusammenfassung

Zur Erfassung der Stressantwort sind nichtinvasiv ent-
nommene Matrices beim Schaf bisher kaum untersucht.
In der vorliegenden Studie sollte die Eignung verschie-
dener Matrices zur Erfassung einer Stressantwort unter-
sucht werden. Als Stressmodell diente die simulierte
Klauenbehandlung im Kippstand. Bei 13 gesunden,
weiblichen Merinofleischschafen wurde die Kortisol-
konzentration in den Matrices Blut, Trinenflussigkeit
und Speichel sowie die Kortisolmetabolitenkonzentra-
tion im Kot tiber sechs Tage einmal tiglich gemessen.
Am Tag 4 erfolgte die simulierte Klauenbehandlung in
einem Kippstand, wihrend der die Kortisolkonzentra-
tion in Blut und Tranenflussigkeit (Minute 0, 10, 20, 30,
40, 60) erfasst wurde. Wahrend der simulierten Klauen-
behandlung stieg die Kortisolkonzentration in Blut
(Maximum: Minute 30) und Trinenflissigkeit (Maxi-
mum: Minute 40) an und fiel danach ab. Uber den Ver-
lauf der simulierten Klauenbehandlung (Fliche unter
der Kurve, Minute 0-60) zeigten die Kortisolkonzent-
rationen von Blut und Trinenflissigkeit signifikante
Korrelationen (p = 0,04). Zwischen den Kortisolkon-
zentrationen in Blut und Trinenflissigkeit (r = 0,55;
p <0,001), Blut und Speichel (r=0,53; p <0,001) sowie
Trinenflissigkeit und Speichel (r = 0,78; p <0,001)
konnte eine signifikante Korrelation tiber die sechs Tage
ermittelt werden. Die Kortisolmetabolitenkonzentrati-
on im Kot zeigte am Tag 5 eine signifikante Erhchung
gegeniiber Tag 4 (p <0,05), wihrend sie an den restlichen
Tagen keine bedeutsamen Anderungen aufwies. In den
anderen Matrices konnten tiber die sechs Tage keine
signifikanten Anderungen der Kortisolkonzentrationen
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Cortisol concentrations in sheep
before, during and after sham
foot trimming on a tilt table — the
suitability of different matrices

Matrices that can be collected non-invasively for quan-
tification of a stress response in sheep have received
little attention in the veterinary literature. This study
examines the suitability of blood, tears and saliva for
determining a stress response in sheep undergoing sham
foot trimming on a tilt table. The cortisol concentration
of blood, tears and saliva and the concentration of cor-
tisol metabolites in faeces were measured in 13 healthy
Meat Merino ewes once a day for six days. Sham foot
trimming on a tilt table was used as the stressor and was
done during a one-hour period on day 4; cortisol con-
centrations of blood and tears were measured at
0, 10, 20, 30, 40 and 60 minutes. Cortisol concentrations
of blood (maximum at 30 minutes) and tears (maximum
at 40 minutes) increased during the procedure and then
decreased. There were significant correlations between
cortisol concentrations of blood and tears (p = 0,04)
during sham foot trimming (area under the curve,
0 to 60 minutes). Over the entire 6-day study period,
significant correlations were seen between the cortisol
concentrations of blood and tears (r=0,55; p <0,001),
blood and saliva (r = 0,53; p <0,001) and tears and sa-
liva (r = 0,78; p <0,001). Faecal cortisol metabolite
concentration was significantly increased on day 5
(p =0,05), but the cortisol concentration of the other
matrices did not change significantly in the 6-day study
period. Sham foot trimming on a tilt table was conside-
red an acute stressor in sheep because of increased cor-
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festgestellt werden. Die simulierte Klauenbehandlung
im Kippstand stellt fiir Schafe einen akuten Stressreiz
dar, der mit Hilfe der Kortisolkonzentrationen in Blut
und Trinenflussigkeit, beziehungsweise der Kortisolme-
tabolitenkonzentration im Kot erfasst werden konnte.
Unter Beriicksichtigung des Zeitversatzes spiegelt die
Matrix Trinenflissigkeit den Verlauf der Kortisolkon-
zentration im Blut wihrend der simulierten Klauenbe-
handlung wider und stellt damit eine nichtinvasive Al-
ternative dar.

Schliisselworter: Blut, Kot, nichtinvasiv, Speichel, Stress,
Tréanenflissigkeit

tisol concentrations in blood, tears and increased corti-
sol metabolite concentrations in faeces. The cortisol
concentration of tears was similar to that of blood, and
therefore collection of tears represents a viable non-in-
vasive alternative to blood for cortisol testing. The delay
in the peaks between the maximum concentration of
cortisol in tears and blood must be considered when
interpreting results.

Keywords: Blood, faeces, non-invasive, saliva, stress, tears

Einleitung

Das Handling von Schafen und die Fixation im Kipp-
stand wihrend der Klauenbehandlung sind mit Stress
verbunden und eignen sich als Modell fiir die Stressaus-
16sung.21:1747 Stressmodelle werden in der Nutztierme-
dizin eingesetzt, um Wissen zu Haltung, Management
und Verhalten von Nutztieren zu generieren und da-
durch Tiergesundheit und Tierwohl zu verbessern. Im
Zuge zootechnischer Mafinahmen miissen Schafe hiu-
fig fixiert werden, sodass derartige Stressmodelle beson-
ders praxisrelevant sind. Infolge des akuten Stressreizes
wird Kortisol ins Blut freigesetzt.34:46 Dort ist es zu 10 %
als freies Kortisol nachweisbar und zu 90% an Proteine
gebunden.® Das freie Kortisol stellt die biologisch wirk-
same Form dar.24! Es gelangt mittels Diffusion aus dem
Blut in Tranenflussigkeit, Speichel und Milch.45:2418 [n
der Leber konjugierte Metaboliten werden u.a. in den
Darm abgegeben.32:37.38 Beim Schaf konnten 21 Meta-
boliten gefunden werden, wovon 11,17-Dioxoandrostane
einen wesentlichen Anteil darstellen.3® Im Blut wurden
bei Schafen in bisherigen Studien Kortisolbasalkonzen-
trationen zwischen 5ng/ml und 40ng/ml sowie eine
Halbwertzeit von 60 Minuten angegeben.23:42.14 Die
Bestimmung der Kortisolkonzentration (KoK) iiber die
Matrix Blut wird bei Schafen als etablierte Methode fiir
die Beurteilung von akutem Stress angesehen.23:8 Die
dafiir erforderliche Blutentnahme stellt eine Stressbelas-
tung dar.13:2048 Daher erscheint die Bestimmung der
KoK bzw. Kortisolmetabolitenkonzentration (KmK) aus
den Matrices Trianenflissigkeit, Speichel, Kot, Milch,
Haar und Harn aufgrund der nichtinvasiven Entnah-
memethoden geeigneter.30:532.12.22.43 Eine vergleichende
Untersuchung der KoK bzw. der KmK nichtinvasiv ent-
nommener Matrices gegeniiber der KoK im Blut beim
Schaf fehlt bisher jedoch (pubmed-Suche am 03.03.2021
mit den Schlagwortern: sheep, cortisol, tear, saliva,
faeces, blood).

Ziel dieser Studie war es, die Eignung verschiedener
Matrices zur Erfassung einer Stressantwort wihrend

der simulierten Klauenbehandlung (sKB) mit entspre-
chender Fixation im Kippstand als Stressmodell bei
Schafen zu untersuchen. Dazu sollten die Verldufe der
KoK bzw. KmK in den verschiedenen Matrices be-
trachtet werden.

Material und Methoden

Die Studie wurde als Tierversuch unter dem Aktenzei-
chen 42502-3-734 bestitigt. Sie ist Teil eines Gesamtpro-
jektes zum Schmerzmanagement bei weiblichen Scha-
fen.%19 Die Schafe, deren Daten in der vorliegenden
Arbeit ausgewertet wurden, erfuhren iiber die hier be-
schriebenen Mafinahmen keine weiteren Manipulatio-
nen. Sie fungierten im Gesamtprojekt als Kontrollgrup-
pe und durchliefen den Versuch mit drei weiteren
Gruppen. Die Schafe der anderen Gruppen litten an
Dermatitis interdigitalis contagiosa und erhielten ver-
schiedene Formen von Schmerzmanagement.

Patientengut

In die Studie wurden 13 gesunde, lahmheitsfreie, weib-
liche, nicht tragende, nicht laktierende Merinofleisch-
schafe eingeschlossen (Alter: 1,96 Jahre (Mittelwert;
MW),Min.=1,1,Max.=5,4; Kérpermasse: 55,7 kg(MW),
Min. = 43,4, Max. = 71,5, SD = 8,9; Body Condition
Score: Median = 3,25, Min. = 3, Max. = 3,5). Die Tiere
durften in den letzten 28 Tagen vor Studienbeginn nicht
mit entziindungshemmenden Medikamenten behandelt
worden sein und sich nicht innerhalb einer Sperrfrist
aufgrund der Gabe eines Antibiotikums befinden. Die
Schafe wurden in einem Stallabteil gehalten, welches
von der restlichen Herde abgetrennt war. Zwischen den
Tieren der Herde und denen im Stallabteil bestand
Sichtkontakt. Der Kippstand (Fa. Biermann Eisenwaren
Landtechnik, 31637 Rodewald) war iiber einen Treib-
gang mit dem Abteil der Studientiere verbunden. Die
Tiere konnten somit ruhig und stressfrei dem Kippstand
zugefithrt werden.
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Bei Schafen, die wihrend des Studienverlaufs eine Der-
matitis interdigitalis contagiosa, eine Kdrpertemperatur
iiber 39,5° C oder eine hochgradige Storung des Allge-
meinbefindens entwickelt hitten, wire die Studie unver-
zuglich abgebrochen worden. Diese Abbruchkriterien
erfiillte kein Studientier. Bei Studientieren, bei denen die
Blutentnahme tber den Venenverweilkatheter (VVK)
nicht mehr moglich war oder die eine Thrombophlebitis
entwickelten, wurden die KoK bzw. KmK separat ausge-
wertet. Aufgrund eines nicht mehr durchgingigen VVK
wurden die KoK bzw. KmK von zwei (1: Tag 5, 2: Tag 6)
und aufgrund einer Thrombophlebitis von zwei weiteren
Schafen (3 und 4: Tag 6) ab dem Tag, an dem die Kom-
plikationen auftraten (Tag 5 bzw. Tag 6), separat ausge-
wertet. In der Auswertung wurden die KoK bzw. KmK
der Tiere mit Komplikationen (N = 4) denen ohne Kom-
plikationen (N = 9) gegeniibergestellt.
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Studiendesign

Zur Auswahl wurden alle Tiere des Bestandes gesichtet
und aufihre Eignung zur Teilnahme tiberpriift. Am Tag 0
erfolgte die vollstindige klinische Eingangsuntersuchung
im Stehen inklusive orthopidischer Untersuchung.2?
Aufgrund des ibergeordneten Versuchsdesigns erfolgte
zu diesem Zeitpunkt an drei Gliedmaflen (beide Vorder-
gliedmaflen, linke Hintergliedmafe) eine Klauenpflege.”?
Die Klauenpflege der drei Gliedmafien an Tag 0 erfolgte
fiir alle Schafe gleichermafien, um einen standardisierten
Studienablauf zu gewihrleisten. Mogliche Einflisse
durch die Manipulationen sind daher fiir alle Schafe
gleich. Fir die Blutentnahmen wurde den Tieren durch
erfahrene Fachtierdrzte mittels standardisierten Vorge-
hens unter Lokalanisthesie der Implantationsstelle ein
VVK (VWI Jugularis-Katheter AD 2,4 mm Linge 10 cm
mit Teflonkatheter, Walter Veterinir-Instrumente e.K.,

Eingangsuntersuchung, Klinische Untersuchung
Klauenpflege an drei Gliedmalen,
Implantation Venenverweilkatheter l
[ |
Tag 0 1 2 3 4 5 6
Probenentnahme T T T T T T
- stehend Kot Kot Kot Kot Kot Kot
- Riickenlage Trane Tréne Trane Trane Trane Trine
Speichel Speichel Speichel Speichel Speichel Speichel
Blut Blut Blut Blut Blut Blut

Abbildung 1: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Studie «Kortisolkonzentrationen bei Schafen vor,
wahrend und nach der simulierten Klauenbehandlung im Kippstand». Tag 0: Eingangsuntersuchung, Klauenpflege an drei
GliedmaRen und Implantation des Venenverweilkatheters. Tag 1-6: klinische Untersuchung, Probenentnahme von Kot im
Stehen und von Trénenflissigkeit, Speichel und Blut in Riickenlage.

Anlegen des Anlegen des Abnehmen des
Stauschlauches Verbandes Stauschlauches
Beginn im Umlegen RIVA simulierte Aufstellen im Abteil
Kippstand Klauen-
behandlung )‘.
I T T BT
Minuten 0 10 20 30 40 50 60
Probenentnahme Trane Trane Trane Trine Trane Trane
Blut Blut Blut Blut Blut Blut
Kérperposition wahrend  stehend Rickenlage Riickenlage Riickenlage stehend stehend
der Probenentnahme

Abbildung 2: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der simulierten Klauenbehandlung bei Schafen im
Kippstand. Minute 0: Beginn der Probenentnahme von Blut und Tranenfliissigkeit; Min 10: Umlegen und Fixieren der Tiere
in Rickenlage sowie Anlegen des Stauschlauchs; Min 20: Durchfiihrung der retrograden intravendsen Stauungsanésthesie
(RIVA) mit Placebo; Min 30: Durchfiihrung der simulierten Klauenbehandlung; Min 35: Anlegen des Verbandes; Min 40:
Aufstellen des Tieres aus der Riickenlage; Min 50: Entlassen des Tieres in das Stallabteil; Min 60: Probenentnahme im

Stallabteil und Abnahme des Stauschlauchs.
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Baruth/Mark) in die Vena jugularis externa gelegt.!” An
den Tagen 1-6 wurden die Tiere im Stehen einer klini-
schen Untersuchung unterzogen. Zur Gewohnung an das
Stressmodell wurden die Tiere nach der Untersuchung
im Kippstand in Riickenlage gebracht.” Im Zuge dessen
erfolgte die tigliche Probenentnahme (Abbildung 1). Im
Rahmen der sKB am Tag 4 (Stressmodell) wurde die vier-
te Gliedmafle behandelt® Vor (Tag 1-4) und nach
(Tag 5-6) der sKB wurden tdglich morgens zwischen 8
und 10 Uhr Proben der Matrices Kot, Trinenflussigkeit,
Speichel und Blut zur Bestimmung der KoK bzw. KmK
entnommen. Den Schafen stand in der Gruppe stets Fut-
ter und Wasser zur Verfuigung. Téglich nach der morgend-
lichen Probenentnahme gegen 10 Uhr erfolgte die Ent-
fernung des Restfutters und die Fiitterung der Tiere. Vor
der Probenentnahme hatten die Tiere, wihrend der War-
tezeit im Treibegang, keinen Zugang zum Futter. Jedoch
konnte ein Wiederkduen der Tiere nicht vollumfinglich
vermieden werden. Bei der Entnahme der Speichelprobe
wurde darauf geachtet, dass sich kein Futterbolus im Maul

befand.

Am Tag 4 wihrend der sKB im Kippstand erfolgten mit-
tags zwischen 11 und 15 Uhr engmaschig die Entnah-
men der Matrices Trianenfliissigkeit und Blut. Bei jedem
Studientier erfolgte zunichst eine Probenentnahme im
Stehen. Zu Minute 10, 20 und 30 erfolgte, nach entspre-
chender Manipulation (Umlegen und Fixieren in Riicken-
lage, Durchfiihrung retrograde intravenose Stauungsan-
isthesie mit Placebo, simulierte Klauenbehandlung), die

Probenentnahme in Riickenlage. Unmittelbar nach dem
Aufstellen in Riickenlage (Minute 40) und im Stallabteil
(Minute 60) wurden die Proben erneut im Stehen ent-
nommen (Abbildung 2). Am Tag 6 wurde der VVK
entfernt und die Tiere aus der Studie entlassen. Die Un-
tersuchungen der Studientiere sowie die Probenentnah-
men erfolgten stets nach dem gleichen Protokoll sowie
zur gleichen Tageszeit durch die gleichen, erfahrenen
Tierdrztinnen.

Probenentnahme, -lagerung, -analyse

Die Kotprobenentnahme erfolgte am stehenden Tier. Im
Anschluss wurde Trinenflissigkeit, Speichel und Blut in
Riickenlage im Kippstand entnommen (Abbildung 1).
An Tag 4 wurden dariiber hinaus zu definierten Zeitpunk-
ten Manipulationen an den Schafen durchgefithrt und
jeweils im Anschluss zuerst Trinenfliissigkeit und dann
Blut gewonnen (Abbildung 2). Es wurde stets auf ruhigen
und behutsamen Umgang mit den Schafen geachtet. Die
Entnahme der Trianenfliissigkeit (Abbildung 3) sowie des
Speichels erfolgten nach der Methode von Heinrich et
al. (2020).° Die Kotproben wurden direkt aus dem Rek-
tum am stehenden Tier entnommen. Die Kotbeschaffen-
heit wurde bewertet und dokumentiert. Alle Proben
wurden bis zur Analyse bei -80°C gelagert.

Die Bestimmung der KoK in Blut, Trinenflissigkeit und
Speichel sowie die Bestimmung der KmK im Kot erfolg-
ten nach den bei Heinrich et al. (2020)!8 beschriebenen
Verfahren.

Abbildung 3: Entnahme von Trénenflissigkeit beim Schaf in Riickenlage; Ansicht rechtes Auge.
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Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit linearen gemisch-
ten Modellen analog zu dem bei Heinrich et al. (2020)1?
beschriebenen Konzept. Vor Studienbeginn erfolgte
eine statistische Fallzahlplanung. Zur Schitzung der
Modellparameter wurden die Prozeduren MIXED und
CORR von SAS Vers. 9.4 (SAS Institute 2013, Cary, NC,
USA) verwendet.

Zur Auswertung der KoK vor und nach sKB wurden die
Pruffaktoren Tag, Gruppe (mit (N =4) und ohne Kom-
plikationen (N = 9)) und deren Wechselwirkung tiber
feste Effekte im Modell berticksichtigt. Die Messwieder-
holung pro Tier wurde tiber zufillige Tiereffekte abge-
bildet. Zusitzlich wurden fur die Resteffekte der Beob-
achtungen eines Tieres bei Nutzung der repeated
Anweisung von Prozedur MIXED mit der Typ-Option
folgende Korrelationsstrukturen mit und ohne inhomo-
gene Restvarianzen gepriift: unverinderlich, unstruk-
turiert, autoregressiv und Toeplitz-Struktur. Die Aus-
wahl der Korrelationsvariante fir das finale Modell
erfolgte mit dem Akaike Informationskriterium unter
Verwendung der LogLikelihood der REML-Methode.
Zur Priifung auf Normalverteilung kam der Shapiro-
Wilk-Test, angewendet auf die studentisierten Residuen
in den linearen gemischten Modellen, zum Einsatz. Die
Korrelationen bei Einbeziehung aller sechs Tage wurden
mit Zweimerkmalsmodellen, die feste Effekte der Tage
und zufillige Tiereffekte enthielten, geschitzt. Fr die
Matrices Trianenflissigkeit, Speichel und Kot lief§ sich
erst durch logarithmische Transformation die Annahme
von Normalverteilung der studentisierten Residuen ein-
halten. Die fiir Trinenflussigkeit, Speichel und Kot ge-
fundenen signifikanten Differenzen zu den Zeitpunkten
in der logarithmischen Skala, implizieren signifikante
Unterschiede zwischen den zugehérigen Medianen in
der Originalskala.

Fiir die Auswertung der KoK im Blut und in der Trinen-
flussigkeit wihrend der sKB wurde die Prifminute als
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quantitative Einflussgrofle aufgefasst und im Ergebnis
einer Trendanalyse tiber eine Polynomregression im
Modell beriicksichtigt. Zur Bestimmung des Polynom-
grades in der Regressionsfunktion wurde der F-Test in
MIXED mit der Option htype = 1 verwendet. Die Be-
rucksichtigung der Messwiederholung pro Tier erfolgte
analog zu den angewendeten Methoden iiber die sechs
Tage. Zusitzlich wurden simultan tierspezifische Regres-
sionsfunktionen (Polynome zweiten und dritten Grades)
angepasst und die folgenden drei Merkmale abgeleitet:
Fliche unter der Kurve (AUC) im Intervall von 0 bis 60,
maximale KoK (max. K) in [0,60] und deren Zeitpunkt
(max. Zp). Die Berechnung der Korrelationen zwischen
den Matrices zu den Zeitpunkten sowie zwischen den
abgeleiteten Merkmalen (AUC, max. K, max. Zp) er-
folgte nach Pearson mit der Prozedur CORR.

Resultate

Kortisolkonzentrationen in Blut, Tranen-
flissigkeit, Speichel und Kot vor und nach
der simulierten Klauenbehandlung

Zu jedem Untersuchungszeitpunkt konnten bei den
Schafen (Tag 1-4: N=13; Tag 5: N=12; Tag 6: N=9)
im Blut hohere KoK als in der Trinenfliissigkeit und im
Speichel gemessen werden (Abbildung 4 a-c). Die KoK
in Blut, Trinenflussigkeit und Speichel blieben bis zu
Tag 6 auf gleichem Niveau (Abbildung 4 a-c; p > 0,05;
Tabelle 1). Die KmK im Kot war nach der sKB (Tag 5)
am hochsten (p <0,05, Abbildung 4 d) und fiel am Tag 6
wieder auf das Level von vorher (Tag 1-4).

Vergleich der Kortisolkonzentrationen
zwischen den Matrices (Blut, Tranen-
flissigkeit, Speichel und Kot) vor und nach
der simulierten Klauenbehandlung

An den sechs Tagen ergaben sich fur die KoK zwischen
den Matrices Blut, Trinenflissigkeit und Speichel hohe
Korrelationen. Die KoK in Trinenfliissigkeit und Spei-

Tabelle 1: Kortisolkonzentration (Least Square Means (LSM) + Standardfehler (SE); ng/ml) bei Schafen im Blut, in der
Tranenflissigkeit, im Speichel und Kortisolmetabolitenkonzentration (LSM + SE; ng/g) im Kot an den Tagen 1-6, Tag 4 vor
der simulierten Klauenbehandlung (Tag 1-4: N = 13; Tag 5: N =12; Tag 6: N =9)

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
Ll 44,7 + 3,8 37,5+3,8 38,7+3,8 37,8+3,8 37,9+3,8 35,2+4,2
[ng/ml]
Tranenflissigkeit 2,0+0,3 21+0,3 2,3+0,3 2,2+0,3 3,004 2,2+0,4
[ng/ml]
Speichel 2,6+0,3 27+0,3 2,904 2,6+0,4 3,3+0,6 2,4+0,2
[ng/ml]
Kot 51,62 46,2ab 38,5ab 34,12 110,20 57,73
[ng/g] +15,2 +13,6 +11,3 +10,0 +33,2 +19,3

abMediane der Kortisolmetabolitenkonzentration im Kot, gekennzeichnet mit unterschiedlichen Buchstaben, unterscheiden

sich signifikant (p <0,05, Tukey-Test).
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Tabelle 2: Pearson-Korrelation (mit p-Werten) zwischen den Kortisolkonzentration der Matrices Blut, Tranenflissigkeit (logarithmiert),
Speichel (logarithmiert) und Kortisolmetabolitenkonzentration im Kot (logarithmiert) bei Schafen an den Tagen 1-6, Tag 4 vor der simulierten
Klauenbehandlung (Tag 1 -4: N = 13; Tag 5: N = 12; Tag 6: N = 9), sowie den Korrelationen + Standardfehler (r + SE) an den Tagen 1-6

Tag Pearson-Korrelation (mit p-Werten)
Blut - Blut - Tréne - Speichel - Blut - Trane -

Speichel Trane Speichel Kot Kot Kot

1 0,48 0,59 0,69 0,13 0,30 0,30
(p=0,1) (p=0,03) (p=0,01) (p=0,68) (p=0,33) (p=0,33)

2 0,47 0,50 0,80 0,26 0,18 0,33
(p=0,11) (p=10,09) (p <0,001) (p=10,40) (p=0,56) (p=0,28)

3 0,66 0,68 0,85 0,40 0,38 0,37
(p=0,01) (p=0,01) (p <0,001) (p=0,18) (p=0,21) (p=0,22)

4 0,56 0,57 0,90 0,62 0,16 0,44
(p=0,05) (p=0,04) (p <0,001) (p=0,02) (p=0,62) (p=0,14)

5 0,71 0,55 0,77 -0,31 -0,24 -0,10
(p <0,01) (p=0,06) (p <0,01) (p=0,34) (p=0,46) (p=0,76)

6 0,25 0,52 0,26 -0,32 0,47 -0,21
(p=0,53) (p=0,16) (p=0,52) (p=0,42) (p=0,21) (p =0,60)
1-6* 0,563 +0,11 0,565+0,12 0,78 + 0,06 0,14+ 0,11 017 £0,17 017 £0,12
[r + SE] (p <0,001) (p <0,001) (p <0,001) (p=0,22) (p=0,31) (p=0,16)

*Korrelation geschatzt Giber die Tage 1-6 bei Nutzung von Zweimerkmalsmodellen.
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Abbildung 4 a-d: Verlauf der Kortisolkonzentration (Least Square Means (LSM); ng/ml; 95% - Konfidenzintervall (Kl)) bei
Schafen: a —im Blut, b - in der Tranenfllssigkeit, c — im Speichel und d - Kortisolmetabolitenkonzentration (LSM; ng/g, 95% — KI)
im Kot an den Tagen 1-6, Tag 4 vor der simulierten Klauenbehandlung (Tag 1 -4: N = 13; Tag 5: N = 12; Tag 6: N =9)
v.zSignifikanz zwischen den Zeitpunkten innerhalb einer Matrix (p <0,05).
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chel korrelieren eng miteinander (r = 0,78; p <0,001).
Zwischen den KoK dieser Matrices und den KmK im
Kot konnten bei Betrachtung aller Untersuchungstage
nur geringe positive Korrelationen, jedoch mit deutli-
chen Schwankungen zwischen den Untersuchungstagen
festgestellt werden (Tabelle 2).

Vergleich der Kortisolkonzentrationen
zwischen den Matrices (Blut,
Tranenflissigkeit, Speichel und Kot) bei
Schafen mit und ohne Komplikationen

Bei den Schafen mit Komplikationen (N = 4) war die
KoK im Blut am Tag 5 (p <0,05) und am Tag 6 (p <0,01)
hoher als bei den Schafen ohne Komplikationen (N =9;
Abbildung 5 a). Die KoK in Trinenflissigkeit und Spei-
chel lagen bei den Schafen mit Komplikationen zwei
Tage nach der Klauenbehandlung (Tag 6) hoher als bei
den Schafen ohne Komplikationen (Trinenfliissigkeit
p <0,01; Speichel p <0,05; Abbildung 5 b, ¢).

Originalarbeiten | Original contributions

Im Kot wurde bei den Tieren mit Komplikationen an
den Tagen vor Auftreten der Komplikationen (Tage 2-4)
eine niedrigere KmK gemessen als bei den Tieren ohne
Komplikationen (p <0,05; Abbildung 5 d).

Kortisolkonzentrationen in Blut

und Tranenflussigkeit wahrend

der simulierten Klauenbehandlung

Bei den 13 Schafen verliefen die KoK im Blut und in
der Trinenflussigkeit wihrend der sKB dhnlich (Tabel-
le 3, Abbildung 6). Die niedrigste KoK wurde in beiden
Matrices zu Beginn der Untersuchung (Min 0) am ste-
henden Tier gemessen (Tabelle 3, Abbildung 6). Bis zur
Durchfithrung der sKB (Min 30) stieg die KoK in beiden
Matrices an. Dabei war der Anstieg im Blut steiler als
der in der Trinenflussigkeit. Die hochste KoK wurde im
Blut kurz nach der sKB ermittelt. In der Trinenfliissig-
keit wurde das Maximum der KoK erst 11,4 Minuten
spiter erreicht (pmax. zp <0,05; Tabelle 4). Die KoK fielen
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Abbildung 5 a-d: Verlauf der Kortisolkonzentration (Least Square Means (LSM); ng/ml; 95% - Konfidenzintervall (Kl)) bei
neun Schafen ohne Komplikationen und vier Schafen mit Komplikationen an den Venen: a - im Blut, b —in der Tréanen-
flissigkeit, c —im Speichel und d - Kortisolmetabolitenkonzentration (LSM; ng/g, 95% - Kl) im Kot an den Tagen 1-6, Tag 4
vor der simulierten Klauenbehandlung (Tag 1-4: N = 13; Tag 5: N = 12; Tag 6: N = 9) Signifikanz zwischen den Gruppen

innerhalb eines Zeitpunktes: "p <0,05; **p <0,01.
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in beiden Matrices bis zur Verbringung der Schafe in
das Stallabteil ab (Tabelle 3, Abbildung 6). Mit Ausnah-
me zur Minute 10 und 20 korrelierten die Matrices zu
allen Probenentnahmezeitpunkten miteinander (Tabel-
le 3). Zu allen Messzeitpunkten wihrend der sKB war
die AUC des Blutes grofier als die der Trinenflissigkeit
(pauc <0,01; Tabelle 4).

Vergleich der Kortisolkonzentrationen in
Tranenfliissigkeit und Blut bei Anderung
der Position der Schafe wahrend der Fixation
Die KoK in Trinenflussigkeit und Blut der 13 Schafe

war bei der Probenentnahme, welche im Stehen am Tag
der sKB erfolgte (Tag 4, Min 0) niedriger (Trinenflis-
sigkeit: 1,0 £ 0,2 ng/ml, p <0,01; Blut: 17,8 + 3,8 ng/ml,
p <0,01) als diejenige, welche an den Tagen 1-4 in Ri-
ckenlage entnommen wurden (Abbildung 7, Tabelle 5).

Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden die Matrices Blut,
Tranenflussigkeit, Speichel und Kot tiber verschiedene
Probenentnahmetechniken gewonnen. Die Entnahme

Tabelle 3: Kortisolkonzentration (Least Square Means + Standardfehler) und geschéatzte phanotypische Korrelationen nach
Pearson (mit p-Werten) im Blut und in der Tranenflissigkeit bei 13 Schafen wahrend der simulierten Klauenbehandlung.

. Kortisolkonzentration
Zeltgunkt fler MaBnahme [ng/ml] Korrelationen
Manipulation i
X (mit p-Werten)
[Min] Blut Tranenflissigkeit
Beginn der 0,7
v Probenentnahme 17.8°+34 1.2220,2 (p=0,01)
Umlegen und Fixieren b b 0,5
10 in Riickenlage 3910229 400+0.2 {p =0,086)
20 Durchfiihrung RIVA! 50,0c+ 2,7 6,1°+ 0,3 0.4
o o (p=0,15)
simulierte 0,6
d d ’
el Klauenbehandlung 53,60+2,4 76£04 (p =0,05)
Aufstellen aus 0,7
d N
<Y Riickenlage 52,30£2,6 8,4°20.5 (p=0,01)
Probenentnahme 0,7
d ,
60 im Stallabteil 47,60+ 2,4 78907 (p=0,01)

TRIVA: retrograde intravendse Stauungsanasthesie mit Placebo 2--¢eMit Hochbuchstaben gekennzeichnete Konzentrationen

innerhalb einer Matrix unterscheiden sich signifikant (p <0,05).
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Abbildung 6: Verlauf der Kortisolkonzentration (Least Square Means (LSM); ng/ml; 95% — Konfidenzband) im Blut, als
Polynom dritten Grades und in der Tranenflissigkeit als Polynom zweiten Grades bei 13 Schafen wahrend des zeitlichen
Ablaufs der simulierten Klauenbehandlung: Minute 0: Beginn der Probenentnahme; Min 10: Umlegen und Fixieren der
Tiere in Rickenlage; Min 20: Durchfiihrung der retrograden intravendsen Stauungsanéasthesie mit Placebo; Min 30:
Durchfiihrung der simulierten Klauenbehandlung; Min 40: Aufstellen des Tieres aus der Riickenlage; Min 60: Probenent-
nahme im Stallabteil; nach jeder Manipulation wurde eine Probe entnommen 2--eMit Hochbuchstaben gekennzeichnete
Konzentrationen innerhalb einer Matrix unterscheiden sich signifikant (p <0,05)
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von Trinenflissigkeit, Speichel und Kot erfolgte nichtin-
vasiv und die Blutentnahme erfolgte wiederholt tiber ei-
nen, vor Studienbeginn implantierten, VVK. Es wurde
besonderer Wert daraufgelegt, dass der VVK durch erfah-
rene Fachtieridrzte so schmerz- und stressarm wie moglich
implantiert wurde. Die Probenentnahme erfolgte immer
in der gleichen Reihenfolge, durch die gleiche Person und
zur gleichen Tageszeit. Dies dient der Vermeidung von
inter-Untersucher-Einfliissen und tageszeitlichen Schwan-
kungen der KoK bzw. KmK.319.28 Bei vier Schafen traten
ab Tag 5 (Tier 1) bzw. ab Tag 6 (Tier 2, 3, 4) Komplikati-
onen bei der Blutentnahme auf. Auf die vermehrte Ma-
nipulation bei der Blutentnahme reagierten diese Tiere
mit einem Anstieg der KoK im Blut. Die Implantation
eines VVK ist uiblich, allerdings sind Komplikationen
(z.B. Thrombophlebitis) moglich.26:20 Aus eigenen Un-
tersuchungen ist bekannt, dass eine Thrombophlebitis
neben der Konzentrationserhohung der Blutmerkmale
fur Entztindung?® auch hochgradig schmerzhaft ist. Bei
dem Vorliegen einer Thrombophlebitis konnen Schmer-
zen bei der Blutentnahme oder durch eine lingere Mani-
pulation den Stress bei der Probenentnahme erhohen.26:.1

Originalarbeiten | Original contributions

Aus diesem Grund wurde die KoK der Tiere mit Kompli-
kationen separat ausgewertet. Erfolgt die Blutentnahme
uber einen VVK, sollten die Tiere, wie in der vorliegenden
Studie, tiglich klinisch untersucht bzw. tiberwacht und
beim Vorliegen von Komplikationen gesondert betrachtet
werden. Da die KoK aller Matrices an den Tagen 1-4 bei
den Tieren mit und ohne Komplikationen analog verlie-
fen, wurden die KoK der Tiere erst bei Auftreten der
Komplikationen separat betrachtet. Die Entnahme von
Kot-, Trinenfliissigkeit- und Speichelproben wird beim
Schaf ihnlich wie bei Rind und Pferd als stressarme, nich-
tinvasive Probenentnahmetechnik beschrieben.3648.1 In
der vorliegenden Studie war die Entnahme von Trinen-
flussigkeit, Speichel und Kot problemlos durchfithrbar
und es traten keine Komplikationen auf. Dagegen traten
bei der Blutentnahme trotz der Verwendung von Venen-
verweilkathetern und des ruhigen Umgangs mit den Tie-
ren durch erfahrene Tierdrztinnen Komplikationen, die
mit einer Stressantwort der Tiere einhergingen, auf.

Der Erhalt der Funktionsfihigkeit der VVK iiber einen
lingeren Zeitraum bei Tieren, die sich in der Herde frei

Tabelle 4: Mittels Polynomregression berechnete Flache unter der Kurve (AUC) + Standardfehler (SE), maximale
Kortisolkonzentration (KoK) + SE und Zeitpunkt der maximalen KoK + SE mit Korrelation nach Pearson (p-Werten) im Blut
und in der Tranenflissigkeit bei 13 Schafen wahrend des zeitlichen Ablaufs der simulierten Klauenbehandlung am Tag 4

u o . Korrelation
Blut Tréanenflassigkeit e
AUC 0,6
b )

[ng/mi x Min + SE] 471023,2 63207 (p = 0,04)
Maximale KoK 06

(max. K) 57,32+ 3,6 9,00+0,8 (o= O 02)
[ng/ml + SE] p=0,
Zeitpunkt der maximalen 05

KoK (max. Zp) 36,92+ 3,5 48,3+ 2,6 (p= 0 08)
[Min + SE] p=0

a.bMit Hochbuchstaben gekennzeichnete AUC, maximale KoK und Zeitpunkt der maximalen KoK im Intervall von 0 bis 60
zwischen den Matrices unterscheiden sich signifikant (pauc;maxk <0,01; pmax. zp <0,05).

Tabelle 5: Kortisolkonzentration im Blut und in der Tranenfllssigkeit (Least Square Means (LSM) + Standardfehler; ng/ml)
bei 13 Schafen an den Tagen 1-4 bei der Probenentnahme in Riickenlage und zu Beginn der simulierten Klauenbehandlung

(Tag 4, Minute 0) bei der Probenentnahme am stehenden Tier

Tag 4
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Minute 0
Probenentnahme Riickenlage Riickenlage Riickenlage Riickenlage stehend
Blut

44,72 + 3,8 37,52+ 3,8 38,72+ 3,8 37,82+ 3,8 17,86+ 3,8
[ng/ml]

Tranenflissigkeit 2,00+0,3 2,124 0,3 2,32+0,4 2,2240,3 1,0b+0,2
[ng/ml]

a.b SM von Blut und Mediane der Tranenfliissigkeit, gekennzeichnet mit unterschiedlichen Buchstaben, unterscheiden sich

signifikant (0,01 <p <0,05).
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bewegen, stellt eine Herausforderung dar. In der vorlie-
genden Studie wurde eine Technik verwendet, welche
bereits in Versuchen unter Praxisbedingungen bei Kil-
bern und Kithen erfolgreich angewendet wurde.1%27
Allerdings traten, im Vergleich zu diesen Studien bei
Kilbern und Kithen, in der vorliegenden Studie bei den
Schafen mehr Thrombophlebitiden auf. Es ist vorstell-
bar, dass die Fixation der Schafe im Kippstand eine
besondere Belastung fur die implantierten Katheter
darstellt. Vor allem die mit der Manipulation einherge-
hende Abwehrreaktion der Tiere wihrend des Ablegens
oder in Riickenlage!! fithren zu besonderer, mechani-
scher Reizung der Implantationsstellen. Dagegen erfolg-
te die Probenentnahme bei Heinrich et al. (2020)!9 sowie
Kretschmann et al. (2020)27 am stehenden Tier ohne
zusitzliche Reizung der Implantationsstelle. Das sollte
in zukiinftigen Studien Beachtung finden.

Bei Untersuchungen an Schafen, in welchen ausschlief3-
lich die Stressantwort auf Basis der KoK gepriift werden
soll, sind nichtinvasiv entnommene Matrices, wie Tri-
nenflissigkeit und Speichel, der invasiven Blutentnah-
me vorzuziehen.!5 Zukiinftige Studien konnen sich nach
Veroffentlichung des Manuskriptes auf die vorliegenden
Ergebnisse beziehen und ggf. auf eine invasive Blutpro-
benentnahme verzichten.

Wihrend die Kotprobenentnahme am stehenden Tier
erfolgte, wurden die Schafe fiir die tigliche Entnahme
von Trinenflissigkeit, Speichel und Blut im Kippstand
in Rickenlage fixiert. Eine Ausnahme davon stellte die
Probenentnahme von Trinenfliissigkeit und Blut am
Tag 4 vor Beginn der sKB (Min 0) dar. Dabei diente die
sKB als Modell, um den Stress der Schafe wihrend der
Fixation im Kippstand zur Diagnostik und Versorgung

von komplizierten Klauenlederhautdefekten darzustel-
len. Die Fixation in einem Kippstand in Riickenlage hat
sich fir die Durchfithrung zootechnischer Maffnahmen
bei Schafen bewihrt.2> Trotzdem stellen die Isolation der
Tiere von der Herde, die Fixation sowie die Manipulation
durch den Menschen erhebliche Stressoren fir die Tiere
dar.”711In der vorliegenden Studie erfolgte die wiederhol-
te Probenentnahme sicher und ohne Verletzungen bei
Menschen und Tieren. Allerdings stellte besonders das
Verbringen der Tiere in Riickenlage einen massiven Stres-
sreiz dar. Die hohere KoK in Trinenfliissigkeit und Blut
am Tag 4 in Rickenlage (morgens) im Vergleich zu den
KoK der Matrices, welche im Stehen (Tag 4, Min 0) ge-
wonnen wurden, verdeutlichen, dass die Fixation in Rii-
ckenlage als Stressmodell geeignet ist.

Die Schafe reagierten auf die gesetzten Stressoren im
Stressmodell mit einem Anstieg der KoK in den Matrices
Trinenflussigkeit und Blut. Die KoK der Trinenflussigkeit
lag dabei zu jedem Messzeitpunkt niedriger als die KoK
des Blutes und reagierte mit zeitlicher Verzogerung. Die
niedrigere KoK der Trinenflissigkeit im Vergleich zur
KoK im Blut sowie der zeitliche Versatz wurden bisher
bei Rind und Pferd ermittelt.31.? Der zeitlich versetzte
Anstieg der KoK der Trinenflissigkeit sollte in zukiinf-
tigen Studien bei der Befundinterpretation berticksichtigt
werden. Unter Beachtung dessen, eignet sich die KoK der
Trinenflissigkeit analog der im Blut sehr gut zur Darstel-
lung der akuten Stressantwort.

An den Tagen vor der sKB wurden keine signifikanten
Anderungen der KoK bzw. KmK ermittelt. Die Korre-
lation zwischen den KoK der Matrices Trinenfliissig-
keit und Speichel und der KoK im Blut war stirker als
die Korrelation zwischen der KmK im Kot und der
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m 304 .
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Abbildung 7 a-b: Verlauf der Kortisolkonzentration (Least Square Means (LSM); ng/ml; 95% - Konfidenzintervall) bei 13
Schafen: a - im Blut, b —in der Tréanenfliissigkeit an den Tagen 1-4 in Riickenlage und zu Beginn der simulierten Klauen-
behandlung (Tag 4, Minute 0) am stehenden Tier abMit Hochbuchstaben gekennzeichnete Konzentrationen innerhalb einer

Matrix unterscheiden sich signifikant (0,01 < p <0,05).
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KoK im Blut (Tabelle 2). Analoge Verldufe der KoK
von Speichel und Blut sind beim Schaf und hinsicht-
lich der KoK von Trinenfliissigkeit und Blut beim Pferd
und Rind beschrieben.#:22:31 Die KmK im Kot korre-
liert beim Schaf durch den zeitversetzten Anstieg we-
niger stark mit der KoK im Blut.3° Die Adaptation an
die tdglichen Manipulationen, gekennzeichnet durch
den Abfall der KoK bzw. KmK, ist beim Rind inner-
halb von vier Tagen beschrieben.! Thre Dauer ist ab-
hingig von der Dauer und Art des Stressors sowie
tierindividuellen Gegebenheiten.!6 Wihrend v.a. Pfer-
de, aber auch Rinder an Manipulationen und Fixation
im Zuge von Untersuchungen und Pflegemafinahmen
(z.B. Gewdhnung an die Hufpflege bzw. Klauenbe-
handlung) gewohnt werden, sind Schafe diesbeziiglich
hiufig unerfahren.3%414 Das Ausbleiben des Abfalls der
KoK zeigt, dass sich die Schafe der eigenen Untersu-
chungen innerhalb der vier Tage noch nicht an den
Stressreiz ,Fixation in Riickenlage® inklusive der damit
verbundenen Manipulationen gewohnen konnten. Die
gewihlte Adaptationszeit war fiir den gesetzten Stres-
sreiz offenbar zu kurz. Der numerische Abfall der
KmK im Kot an den Tagen vor der sKB (Tag 1-4) kénn-
te ein Hinweis dafir sein, dass die Adaptation bei den
Schafen bereits begann. Andanson et al. (2020) ermit-
telte fur die tigliche Punktion der Vena jugularis ex-
terna bei Schafen eine Adaptationszeit von acht Ta-
gen.! Bei zukiinftigen Studienplanungen sollten bereits
publizierte Adaptationszeiten bei Schafen sowie das
gewihlte Stressmodell berticksichtigt werden.

Am Tag nach der sKB (Tag 5) lag die KmK im Kot tiber
der vor dieser Manipulation. Im Kot kann die maxima-
le KmK erst 12 Stunden nach einem Stressreiz gemessen
werden.3s Durch den Zeitversatz wird die Stressantwort
auf die sKB am Vortag im Kot erst an Tag 5 sichtbar.
Dieser Zeitversatz muss bei der Befundinterpretation
beriicksichtigt werden. Da stressige Ereignisse bei Scha-
fen noch Monate spiter zu Aversionen fithren,*%4 kann
bei dieser Tierart von einem Stressgeddchtnis ausgegan-
gen werden. In der vorliegenden Untersuchung war in
den Matrices Speichel und Trinenflissigkeit lediglich
ein numerischer Anstieg der KoK am Tag nach der sKB
zu verzeichnen. Offenbar tberlagerte sich der erneut
gesetzte Reiz des Ablegens der Tiere ohne bereits erfolg-
te Adaptation mit der Erinnerung an die Manipulatio-
nen des Vortages.

Die Schafe mit Komplikationen reagierten bereits am
Tag des erstmaligen Auftretens der pathologischen Be-
funde mit einer Erhohung der KoK im Blut. Sie lag
iiber der von Tieren ohne Komplikationen (ab Tag 5).
Dabei fithrte der kurz einwirkende Stressor der Blu-
tentnahme bereits zu einem Anstieg der KoK im Blut.
Es wire aber auch zu vermuten, dass der im Rahmen
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des Kippens der Schafe an der Vene bzw. dem VVK
ausgeloste Schmerzreiz dies ausloste. Da die Tri-
nen- und Speichelprobenentnahme vor der Blutpro-
benentnahme erfolgte, und deren Anstieg ohnehin
offenbar zeitversetzt zur KoK im Blut erfolgt, war die
KoK in der Trinenflissigkeit und im Speichel am Tag 5
zwischen den Tieren mit und ohne Komplikationen
analog. Es kann also davon ausgegangen werden, dass
am Vortag zum Zeitpunkt der Trinen und Speichel-
probenentnahme noch kein schmerzhafter, stressauslo-
sender Insult vorlag. Trotzdem waren am darauffolgen-
den Tag (Tag 6) die KoK auch in der Trinenflussigkeit
und im Speichel bei den Tieren mit Komplikationen
hoher als bei den Tieren ohne Komplikationen. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass sich die Schafe
mit Komplikationen an die stressige Manipulation des
vorherigen Tages erinnerten.

Schlussfolgerung

Das Ablegen inklusive der Fixation der Schafe im Kipp-
stand mit sKB ist als Stressmodell geeignet. Berticksich-
tigt man den Zeitverzug im Anstieg der KoK in der
Trinenflussigkeit und im Speichel bzw. der KmK im Kot
gegeniiber der im Blut bei der Befundinterpretation, so
stellen die Matrices Trinenfliissigkeit, Speichel und Kot
geeignete, nichtinvasiv entnommene Alternativen zur
Matrix Blut zur Erfassung der Stressantwort beim Schaf
dar. Eine Gewohnung der Schafe an die gewihlte, stres-
sauslosende Manipulation bedarf einer tiber vier Tage
hinausgehenden Adaptationsphase. Die erhohten KoK
in Trinenflussigkeit und Speichel bei Tieren mit
schmerzhaften Komplikationen wihrend der Blutpro-
benentnahme geben Hinweise auf das Vorhandensein
eines Stressgeddchtnisses der Schafe. Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchungen belegen, dass in Studien,
welche die Stressantwort bei Schafen auf Basis der KoK
erfassen, nichtinvasiv entnommene Matrices, wie die
Tranenflussigkeit, genutzt werden konnen.
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Concentrations de cortisol chez les
moutons avant, pendant et aprés le
parage fictif des pieds sur une table
basculante - I'adéquation de diffé-
rentes matrices

Les marqueurs qui peuvent étre collectés de maniére
non invasive pour quantifier une réponse au stress chez
le mouton ont fait l'objet de peu d’attention dans la
littérature vétérinaire. Cette étude examine la pertinen-
ce du sang, des larmes et de la salive pour déterminer
une réponse au stress chez des moutons subissant un
parage fictif des pieds sur une table basculante. La con-
centration de cortisol dans le sang, les larmes et la sali-
ve ainsi que la concentration de métabolites de cortisol
dans les feces ont été mesurées chez 13 brebis Meat
Merino saines une fois par jour pendant six jours. Le
parage fictif des pieds sur une table inclinable a été uti-
lisé comme facteur de stress et a été effectué pendant
une période d’une heure le jour 4; les concentrations de
cortisol dans le sang et les larmes ont été mesurées a 0,
10, 20, 30, 40 et 60 minutes. Les concentrations de cor-
tisol dans le sang (maximum a 30 minutes) et les larmes
(maximum 2 40 minutes) ont augmenté au cours de la
procédure puis ont diminué. Il y avait des corrélations
significatives entre les concentrations de cortisol dans
le sang et les larmes (p = 0,04) lors du parage fictif des
onglons (aire sous la courbe, 0 a 60 minutes). Sur I’en-
semble de la période d’étude de 6 jours, des corrélations
significatives ont été observées entre les concentrations
de cortisol dans le sang et les larmes (r = 0,55 ; p <
0,001), le sang et la salive (r = 0,53 ; p < 0,001) et les
larmes et la salive (r = 0,78 ; p <0,001). La concentra-
tion fécale de métabolites de cortisol était significati-
vement augmentée au jour 5 (p 0,05), mais la concent-
ration de cortisol des autres supports n’a pas changé de
manieére significative au cours de la période d’étude de
6 jours. Le parage fictif des pieds sur une table bascu-
lante a été considéré comme un facteur de stress aigu
chez les moutons en raison de I'augmentation des con-
centrations de cortisol dans le sang, des larmes et de
I’augmentation des concentrations de métabolites de
cortisol dans les selles. La concentration de cortisol dans
les larmes était similaire a celle du sang et, par consé-
quent, la collecte de larmes représente une alternative
viable et non invasive au sang pour les tests de cortisol.
Le délai des pics entre la concentration maximale de
cortisol dans les larmes et le sang doit étre pris en comp-
te lors de I’interprétation des résultats.

Mots clés: sang, selles, non invasif, salive, stress, larmes

Concentrazioni di cortisolo nelle
pecore prima, durante e dopo il
trattamento simulato degli zoccoli
su un tavolo inclinato — idoneita di
diverse matrici

Le matrici che possono essere raccolte in modo non
invasivo per registrare la risposta allo stress nelle pecore
sono state poco studiate finora. Nel presente studio, &
stata studiata I’idoneita di diverse matrici per la regist-
razione di una risposta allo stress. Il trattamento simu-
lato della cura degli zoccoli su un tavolo inclinato &
servito come modello di stress. La concentrazione di
cortisolo nelle matrici di sangue, di liquido lacrimale e
di saliva, cosi come la concentrazione dei metaboliti del
cortisolo nelle feci sono state misurate una volta al gi-
orno per sei giorni in 13 pecore da carne Merino sane.
Il giorno 4, il trattamento simulato della cura degli zo-
ccoli ha avuto luogo su di un tavolo inclinato, durante
il quale & stata registrata la concentrazione di cortisolo
nel sangue e nel liquido lacrimale (minuto 0, 10, 20, 30,
40, 60). Durante il trattamento simulato degli zoccoli,
la concentrazione di cortisolo nel sangue (massimo:
minuto 30) e nel liquido lacrimale (massimo: minuto
40) ¢ aumentata e poi diminuita. Nel corso del tratta-
mento simulato dello zoccolo (area sotto la curva, mi-
nuto 0 - 60), le concentrazioni di cortisolo del sangue e
del liquido lacrimale hanno mostrato correlazioni sig-
nificative (p = 0,04). Una correlazione significativa &
stata trovata tra le concentrazioni di cortisolo nel sangue
e nel liquido lacrimale (r = 0,55; p < 0,001), sangue e
saliva (r = 0,53; p < 0,001) e liquido lacrimale e saliva
(r=0,78; p <0,001) durante i sei giorni. La concentra-
zione dei metaboliti del cortisolo nelle feci ha mostrato
un aumento significativo il giorno 5 rispetto al giorno
4 (p =0,05), mentre non ha mostrato alcun cambiamen-
to significativo nei giorni rimanenti. Nessun cambia-
mento significativo nelle concentrazioni di cortisolo &
stato rilevato nelle altre matrici durante i sei giorni. Il
trattamento simulato della cura degli zoccoli sul tavolo
inclinabile rappresenta uno stimolo di stress acuto per
le pecore, che pud essere registrato con I’aiuto delle con-
centrazioni di cortisolo nel sangue e nel liquido lacri-
male, o la concentrazione dei metaboliti del cortisolo
nelle feci. Tenendo conto del ritardo temporale, il fluido
lacrimale della matrice riflette I'andamento della con-
centrazione di cortisolo nel sangue durante il trattamen-
to simulato della cura degli zoccoli e rappresenta quindi
un’alternativa non invasiva.

Parole chiave: Sangue, feci, non invasivo, saliva, stress,
liqguido lacrimale
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