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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel Überprüfung, ob sich die Änderung der Kortisolkonzen-
tration im Blut (KoB) von Milchkühen während eines akuten 
Stressreizes durch die Kortisolkonzentration im Speichel (KoS), 
in der Tränenflüssigkeit (KoTr) und in der Milch (KoM) und die 
Kortisolmetabolitenkonzentration im Kot (KoK) nachvollziehen 
lässt.
Material und Methoden Bei 10 gesunden Deutsch-Hol-
stein-Kühen diente eine simulierte Klauenbehandlung (sKB) im 
Durchtreibestand als Modell für eine akute Stresssituation. KoB, 
KoS, KoTr, KoM sowie KoK wurden einmal täglich über 10 Tage 
gemessen. Bei der an Tag 4 durchgeführten sKB wurden die 
KoB und KoTr (Minute 0, 15, 25, 30, 40, 50, 60, 80) und die KoK 
(Minute 480, 540, 600, 660) bestimmt.
Ergebnisse Während der sKB stiegen die KoB und KoTr (Maxi-
mum zu Minute 60) und fielen anschließend ab. Nach der sKB 
kam es zu einem Anstieg der KoK (Maximum zu Minute 660). 
Während der sKB korrelierten KoB und KoTr sowie KoK und KoTr 
signifikant und KoK und KoB tendenziell. Im gesamten Verlauf 
der sKB (Area under the Curve [AUC], Minute 0–80) zeigten 
KoB und KoTr eine signifikante Korrelation (p = 0,04). Die KoB 
fiel von Tag 1 zu Tag 4 signifikant ab (p < 0,01). An Tag 5 waren 
KoB (p = 0,03) und KoK (p < 0,01) signifikant höher. Der Ver-
lauf der KoS und KoTr (Tag 1–10) spiegelte den KoB-Verlauf 
gut wider. Der Verlauf der KoK wies Parallelen, der von KoM 
einige Unterschiede zum Verlauf der KoB auf. Deutlich posi-
tive Korrelationen ergaben sich für den Zeitraum Tag 1–10 im
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 Vergleich von KoB und KoS (p = 0,002) sowie von KoB und KoTr 
(p = 0,002).
Schlussfolgerungen und klinische Relevanz Die Gewin-
nung von Tränenflüssigkeit und Speichel stellt bei der Bestim-
mung der Kortisolkonzentration eine Alternative zur invasiven 
Blutentnahme dar. Ein ruhiger Umgang mit den Kühen führt zu 
einer geringeren Stressreaktion und kann somit das Tierwohl 
verbessern.

ABSTR ACT

Objective The objective of this study was to determine  wheth-
er changes in cortisol concentration measured in blood serum 
(KoB) of cows exposed to an acute stressor shows a correlation 
to cortisol concentrations in saliva (KoS), tears (KoT) and milk 
(KoM) as well as the concentration of cortisol metabolites in 
feces (KoK).
Materials and methods In 10 healthy German Holstein cows, 
sham foot trimming (sKB) including the movement/fixation 
of the cows through/in a foot trimming chute was used as a 
model for acute stress. KoB, KoS, KoT, KoM and KoK were mea-
sured once a day for 10 days. During sKB, performed on day 4, 
KoB and KoT were measured at the initiation of foot trimming 

 (minute 0) as well as 15, 25, 30, 40, 50, 60 and 80 minutes later. 
Additionally, KoK was measured 480, 540, 600 and 660 min-
utes after the start of sKB.
Results KoB and KoT increased during sKB and reached a ma-
ximum at 60 minutes followed by a decrease. KoK increased 
after sKB and reached a maximum at 660 minutes. There was 
a significant correlation between KoB and KoT, KoK and KoB 
and a trend towards a significant correlation between KoK and 
KoT during sKB. KoB and KoT were significantly correlated (area 
under the curve, minute 0–10, p = 0.04). KoB decreased sig-
nificantly from day 1 to day 4 (p < 0.01). On day, 5 KoB (p = 0.03) 
and KoK (p < 0.01) were significantly higher. KoS and KoT served 
as good proxies for KoB throughout the study, and KoK and 
KoB exhibited similar profiles. There were several differences 
between the profiles of KoM and KoB. During the 10-day mea-
surement period, a significant positive correlation was detected 
between KoB and KoS (p = 0.002) as well as between KoB and 
KoT (p = 0.002).
Conclusions and clinical relevance The collection of tear 
fluid and saliva for determination of cortisol concentrations 
are non-invasive alternatives to blood sampling. Calm hand-
ling of cows may reduce their stress reaction and thus improve 
animal welfare.

Einleitung
Der tägliche Umgang mit Rindern sowie notwendige zootechni-
sche und Routinemaßnahmen im Produktionsalltag können für die 
Tiere stressauslösend sein [1][2][3][4][5]. Somit ist es unabding-
bar, einen geeigneten Indikator zur Stresserfassung zu identifizie-
ren. Das Verbringen und die Fixation von Kühen in einem Klauen-
behandlungsstand sind mit Stress und einer Erhöhung der Kortisol-
konzentration im Blut verbunden [6][7][8] und eignen sich daher 
als Modell für die Stressauslösung. Die Blutprobenentnahme stellt 
ebenfalls ein stressauslösendes Ereignis dar [3]. In aus Venenkathe-
tern gewonnenen Proben lag die Basalkortisolkonzentration nied-
riger als in Proben, die mittels Venenpunktion entnommen wurden 
[8][13]. Sind Blutprobenentnahmen an mehreren Tagen oder meh-
rere Blutproben binnen weniger Stunden geplant, empfiehlt sich 
daher, einen Verweilkatheter zu legen [14]. Bei Verwendung eines 
Verweilkatheters müssen dessen Implantation, Pflege und Erhalt 
bedacht und an die Gegebenheiten im Betrieb angepasst werden 
[15]. Daher besteht die Notwendigkeit, nach alternativen Metho-
den zu suchen, mit denen sich geeignetes Probenmaterial zur Be-
stimmung der Kortisolkonzentration weniger invasiv und mit gerin-
gerem Stress gewinnen lässt als bei Verwendung eines Verweilka-
theters [10][16]. Das Ziel der Studie war, die Eignung verschiedener 
Matrizes (Blut, Speichel, Tränenflüssigkeit, Milch und Kot) zur Erfas-
sung der Stressantwort bei Milchkühen während einer simulierten 
Klauenbehandlung (sKB) als Stressmodell zu erfassen und die Kon-
zentration von Kortisol (Blut, Speichel, Träne, Milch) bzw. dessen 
Metaboliten (Kot) zu vergleichen.

Material und Methode
Die prospektive, randomisierte, kontrollierte Dreifachblind-
studie wurde als Tierversuchsanzeige (Registriernummer 24–
9168.21/4/30; A 30/12) von der Landesdirektion Sachsen, Referat 
24 – Veterinärwesen und Lebensmittelüberwachung, Pharmazie, 
GMP Inspektorat, genehmigt. Einzelne Ergebnisse aus dem dazuge-
hörigen Gesamtprojekt wurden bereits veröffentlicht [17][18][19].

Studiendesign
Die Untersuchungen fanden in einem Milchviehbetrieb mit 800 
melkenden Kühen statt. Alle 5 Monate erfolgte im Betrieb eine 
Klauenkorrektur und 2-mal wöchentlich wurden lahme Tiere durch 
einen Klauenpfleger behandelt. Bei den Probanden handelte es sich 
um 10 klinisch gesunde, lahmheitsfreie Deutsch-Holstein-Kühe in 
der 2. Laktation. Die Auswahl der Tiere erfolgte wie bei Nechanitz-
ky et al. [19] beschrieben.

An Tag 0 wurde ein Verweilkatheter (WVI Jugularis-Katheter 
AD 2,4 mm Länge 20 cm mit Teflonkatheter, Walter Veterinär-In-
strumente e. K., Baruth/Mark) in die linke V. jugularis externa im-
plantiert und mit einer aufgeklebten Wundabdeckung geschützt. 
Die Untersuchungen, Probenentnahmen und Behandlungen 
aller Versuchstiere liefen stets nach dem gleichen Protokoll ab 
(▶Abb. S1). An den Tagen 1–10 wurden die Kühe täglich beprobt 
und klinisch untersucht [20]. An Tag 2 wurde eine Klauenpflege 
[21] an 3 Gliedmaßen (beide Vordergliedmaßen sowie eine zuge-
loste Hintergliedmaße) durchgeführt. Aufgrund des übergeord-
neten Studiendesigns erfolgte die sKB (Stressmodell) der zweiten 
Hintergliedmaße an Tag 4. Sie wurde von einem qualifizierten Lehr-
klauenpfleger nach einem zeitlich getakteten Ablauf durchgeführt 
(▶Abb. 1).
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Zu Beginn wurden die Kühe in den Klauenpflegestand geführt. 
Aufgrund des übergeordneten Studiendesigns wurde nach der ers-
ten Probenentnahme (Minute 0) über den Venenverweilkatheter 
ein Plazebo (2,5 ml/100 kg KM, Isotone NaCl-Lösung 0,9 % Braun®, 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen) verabreicht. Anschließend 
wurde die distale Gliedmaße 5 Minuten lang mit körperwarmen 
Wasser abgebadet, in Minute 10 wurde es angehoben und fixiert. 
Zur Simulation der Anästhesie diente eine retrograde intravenö-
se Stauungsanästhesie (RIVA) [22] mit 20 ml Plazebo (s. o.) (Minu-
te 15) und 10 Minuten später startete die sKB (Minute 25). Nach 
der Klauenpflege [21] an der Gliedmaße (Minute 25–30) wurde auf 
die Innenklaue ein Gummiklotz (Sächsischer Klauensohlengummi®, 
Genossenschaft Klauenpfleger eG Sachsen, Lohmen) geklebt, ein 
Verband angelegt (Minute 30–40) und dann die Gliedmaße herun-
tergelassen (Minute 40). Bis zur nächsten Probenentnahme ver-
blieben die Tiere im Klauenbehandlungsstand (Minute 50). An-
schließend wurden sie in ihr Stallabteil gebracht und für weitere 
Probenentnahmen (Minute 60 und 80) im Fressfanggitter fixiert. 
An Tag 7 wurden die Kühe erneut in den Klauenstand verbracht und 
der Verband entfernt.

Probengewinnung
Die Probenentnahmen zur Bestimmung der Kortisolkonzentrati-
on in Blutserum (KoB), Speichel (KoS) und Tränenflüssigkeit (KoTr) 
sowie der Kortisolmetabolitenkonzentration im Kot (KoK) erfolg-
ten täglich zwischen 8.00 und 10.00 Uhr, an Tag 4 zwischen 5.00 
und 7.00 Uhr. Aufgrund der nur schwach ausgeprägten zirkadianen 
Rhythmik von Kortisol [12] wurde der Zeitunterschied der Proben-
entnahmen zu Tag 4 als unproblematisch bewertet. Die Gewin-
nung von Milchproben zur Bestimmung der Kortisolkonzentration 
(KoM) fand täglich bei der Melkung um 14.00 Uhr statt. An Tag 4 
erfolgten weitere Entnahmen von Blutproben und Tränenflüssig-
keit (▶Abb. 1; Minute 0, 15, 25, 30, 40, 50, 60, 80) sowie Kotpro-
ben (Minute 480, 540, 600, 660). Aufgrund des bekannten zeitlich 
versetzten Anstiegs der KoK wurden die Kotproben zu diesen Zeit-
punkten entnommen [6][13]. Bei allen Probenentnahmen wurde 
auf die gleiche Reihenfolge (Tag 1–10: Blut, Speichel, Tränenflüs-

sigkeit, Kot, Milch gesondert im Melkstand; Tag 4: Blut, Tränen-
flüssigkeit) und einen ruhigen Umgang mit den Tieren geachtet.

Die Blutprobenentnahme erfolgte aus dem Venenverweilkathe-
ter. Bei einem Tier musste dieser an Tag 7 aufgrund einer parave-
nösen Phlegmone entfernt werden, wonach zur Blutentnahme die 
rechte V. jugularis externa punktiert wurde (Hypodermic Needle, 
1,2 × 40 mm, Henry Schein®, Hamburg). Zur Entnahme der Spei-
chelproben wurde eine Mullkompresse (7,5 × 7,5 cm, 8-fach, un-
steril, Wilhelm Weisweiler GmbH & Co. KG, Münster) mit einer Korn-
zange gefasst, in das Maul des Tieres geführt und anschließend in 
ein Röhrchen (15 ml Cellstar® Polypropylen Röhrchen, Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen) verbracht. Zur Gewinnung von Tränen-
flüssigkeit (▶Abb. 2) diente eine 2-ml-Spritze mit stumpf geschlif-
fener Kanüle (Hypodermic Needle, s. o.), auf die ein 3,5 cm langes 
Stück des Kunststoffschlauchs eines Butterfly-Katheters (Venofix®, 
21 G, 0,8 × 20 mm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) aufgescho-
ben wurde. Nach Platzierung des Schlauchendes im medialen Au-

▶Abb. 1 Schematische Darstellung des Zeitplans der simulierten Klauenbehandlung. Zu jedem Zeitpunkt erfolgte die Manipulation im Anschluss 
an die Probenentnahme. Quelle: © M. Heinrich.

▶Fig. 1 Study design and standardized 80-minute sham foot trimming procedure on day 4 in 10 German Holstein cows. At each time point, 
blood and tear fluid were collected immediately preceding the scheduled foot trimming step. Source: © M. Heinrich.
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▶Abb. 2 Darstellung der Entnahme von Tränenflüssigkeit. Quelle: 
© M. Heinrich.

▶Fig. 2 Illustration of the collection of tear fluid. Source: 
© M. Heinrich.
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genwinkel und Bindehautsack wurde Tränenflüssigkeit aspiriert 
und in ein Reaktionsgefäß (Eppendorf Tubes® 3810X, Eppendorf 
Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf) überführt. Zur 
Milchprobenentnahme wurden nach dem Vormelken und Reini-
gen der Zitzen aus jedem Viertel 3 ml Milch in ein Röhrchen (15 ml 
Cellstar® Polypropylen Röhrchen, Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
hausen) gemolken. Bei der Entnahme der Kotproben mit einem 
Rektalhandschuh wurde nach Möglichkeit spontan abgesetzter Kot 
gewonnen, andernfalls eine Probe vorsichtig rektal entnommen.

Probenanalyse
Alle Proben wurden bis zur Analyse bei –20°C gelagert. Die Be-
stimmung der KoB, KoS, KoTr und KoM erfolgte mit einem labor-
eigenen 3H-Radioimmunoassay (RIA), Label/Tracer: [1,2,6,7–3 H]-
Cortisol, Intra-Day und Inter-Day-Variationskoeffizient 6,5 % bzw. 
7,8 %, Sensitivität 0,5 ng/ml für Blutserum, Speichel, Tränenflüssig-
keit, Milch) modifiziert nach Abraham et al. [23]. Im Unterschied 
zu deren Studie wurde Blutserum statt Blutplasma genutzt und 
bei der Trennung von Eiweiß im Blutserum und Milch erfolgte eine 
Zentrifugation der Proben vor dem RIA (5 Minuten bei Raumtem-
peratur und 3500 × g; Laborzentrifuge Rotanta, Andreas Hettich 
GmbH & Co. KG, Tuttlingen). Die Speichelproben wurden vor dem 
RIA 15 Minuten bei 4000 × g und 4 °C (Laborzentrifuge Rotanta, 
s. o.) zentrifugiert und der Überstand in Reaktionsgefäße abpipet-
tiert und erneut bei –20°C eingefroren.

Tränen- und Speichelproben wurden im RIA mit dem Assaypuf-
fer 1:10 verdünnt eingesetzt. Für die Herstellung der Eichlösun-
gen diente unmarkiertes Kortisol (SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg). Die Inkubation des Antikörper-Hormon-Probengemi-
sches erfolgte im Unterschied zu Abraham et al. [23] bei 4 Stunden 
im Eisbad. Die anschließende Trennung von freiem und antikörper-
gebundenem Hormon erfolgte durch Zugabe von 500 μl Dextran-
Aktivkohle-Suspension. Nach 15-minütigem Stehen im Eisbad und 
Zentrifugation bei 3500 × g für 10 Minuten bei 4 °C (Laborzentrifu-
ge Rotanta, s. o.) wurde der Überstand in Messgläschen abgegos-
sen und mit 3 ml Szintillationsflüssigkeit (Rotiszint® Mini, Carl Roth 
GmbH & Co. KG, Karlsruhe) versetzt. Die Messung der gebundenen 
Aktivität erfolgte im Flüssigszintillationszähler (Tri-Carb® 2810TR 
Low Activity Liquid Scintillation Analyzer, Perkin Elmer, USA). Zur 
Ermittlung der Hormonkonzentration in den Proben diente die Aus-
wertungssoftware Multicalc (Perkin Elmer, USA).

Die Bestimmung der KoK (11, 17-Dioxoandrostan) entsprach 
der Methodik von Palme et al. [13] sowie Palme und Möstl [24]. 
Zur quantitativen Bestimmung von 11, 17-Dioxoandrostan schloss 
sich an die Probenextraktion ein 11-Oxoätiocholanolon-Enzymim-
munassay an.

Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Pro-
gramm SAS Version 9.4 (SAS Institute 2013, Cary, NC, USA), vor-
rangig unter Nutzung von Prozedur MIXED. Die Ergebnisse werden 
als Least Square Means (LSM) mit Standardfehler (SE) angegeben 
und in den Abbildungen findet sich eine Darstellung der LSM mit 
95 %-Konfidenzintervall oder -Konfidenzband. Unterschiede bzw. 
Korrelationen galten als signifikant bei p < 0,05 und als Trend bei 
0,05 ≤ p < 0,1.

Die LSM stellen Schätzungen für die Mittelwerte der Stufen des 
Prüffaktors dar, wobei zur Berechnung die Methode der kleinsten 
Quadrate verwendet wird. Bei gleicher Klassenbesetzung und feh-
lender Messwiederholung fallen arithmetische Mittel und LSM zu-
sammen. Bei wiederholten Messungen erfolgt bei der Berechnung 
von LSM zusätzlich eine Wichtung der Abweichungsquadrate unter 
Nutzung der geschätzten Korrelationsmatrix der wiederholten Be-
obachtungen pro Tier.

KoB und KoTr sowie KoK während der Klauenbehandlung Bei 
der Auswertung der KoB und KoTr wurde die Zeit als quantitative 
Einflussgröße aufgefasst und über eine Polynomregression im Mo-
dell berücksichtigt. Bei der Analyse der KoK wurde die Zeit als qua-
litative Einflussgröße interpretiert und über fixe Effekte im Modell 
berücksichtigt. Die Messwiederholungen pro Tier wurden über zu-
fällige Tiereffekte abgebildet. Zusätzlich wurden für die Resteffekte 
der Beobachtungen eines Tieres bei Nutzung des REPEATED state-
ment von Prozedur MIXED mit der TYPE Option folgende Korrelati-
onsstrukturen geprüft: unstrukturiert, autoregressiv und Toeplitz-
Struktur [25]. Die Auswahl der Korrelationsvariante für das finale 
Modell erfolgte mit dem Akaike- Informationskriterium (AIC) unter 
Verwendung der LogLikelihood der REML-Methode. Bei der Bestim-
mung des Polynomgrads in der Regressionsfunktion kam der F-Test 
in MIXED mit der Option htype = 1 zur Anwendung. Die Güte der 
Anpassung durch die Polynomregression wurde mit dem verallge-
meinerten Bestimmtheitsmaß [26][27] überprüft.

Unter Verwendung von Polynomen 2. Grades für die KoB und 
3. Grades für die KoTr wurden simultan tierspezifische Regressi-
onsfunktionen angepasst. Aus der für jede Kuh geschätzten Re-
gressionsfunktion wurden die folgenden 3 Merkmale abgeleitet: 
AUC (Area under the Curve) im Intervall von 0 bis 80, YMAX = ma-
ximale Konzentration in [0,80], TMAX = Zeitpunkt der maximalen 
Konzentration in [0,80]. Der Programmcode kann bei den Auto-
ren erfragt werden.

KoB, KoS, KoTr und KoM sowie KoK vor und nach der Klauen-
behandlung Bei der statistischen Auswertung je Matrix wurden 
die Tage über fixe Effekte im Modell berücksichtigt. Die Messwie-
derholung wurde über zufällige Tiereffekte und korrelierte Rest-
effekte, wie bei den Minuten beschrieben, im Modell abgebildet.

Für alle Auswertungen kam der Shapiro-Wilk-Test zur Prüfung 
auf Normalverteilung zum Einsatz, angewendet auf die Residuen 
in den linearen gemischten Modellen. Die Forderung von Normal-
verteilung für die Residuen bei Anwendung des gewählten Auswer-
tungsmodells ließ sich für KoM, KoS und KoK erst durch logarithmi-
sche Transformation einhalten. Die von der logarithmischen Skala 
in die Originalskala zurücktransformierten LSM stellen Schätzwer-
te für die Mediane in der Originalskala dar [28][29]. Bei der Durch-
führung der statistischen Tests (F-Test, multipler t-Test und Tukey-
Test) wurden die Freiheitsgrade nach der Methode von Kenward 
und Roger [30] approximiert. Die Berechnung von Korrelationen 
zwischen den Matrizes zu den Prüfminuten und zu den Prüftagen 
erfolgte nach Pearson mit der Prozedur CORR. Pearson-Korrelatio-
nen wurden analog zwischen den abgeleiteten Merkmalen AUC, 
YMAX und TMAX berechnet.
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Ergebnisse
KoB und KoTr sowie KoK während der 
 Klauenbehandlung
Sämtliche KoB und KoTr sowie alle Korrelationen und dazugehö-
rigen p-Werte von KoB, KoTr und KoK bei den 10 Deutsch-Hol-
stein-Kühen sind in ▶Tab. S1, ▶Tab. S2, ▶Tab. S3 und ▶Tab. S4 
dargestellt.

Die KoB lag zwischen 11,7 ± 3,0 und 61,9 ± 2,7 ng/ml, die KoTr 
zwischen 1,38 ± 0,3 und 5,08 ± 0,8 ng/ml (LSM ± SE). Die niedrigsten 
Konzentrationen ergaben sich jeweils unmittelbar zu Beginn sämt-
licher Manipulationen im Klauenbehandlungsstand (Minute 0). Da-
rauf folgte in beiden Matrizes ein Anstieg bis zum Erreichen der 
Maximalwerte zu Minute 55 mit 62,3 ± 2,7 ng/ml (KoB) bzw. Minu-
te 66 mit 5,18 ± 0,8 ng/ml (KoTr) bei Schätzung durch Polynomre-
gression (LSM ± SE, ▶Abb. 3). In beiden Matrizes wurden 60 Minu-
ten nach Verbringen in den Klauenstand, d. h. zum Zeitpunkt, als 
die Kühe wieder im Stallabteil waren, die höchsten Kortisolkonzen-
trationen bei Nutzung der LSM zu den 8 Prüfminuten festgestellt. 
Bis zur letzten Probenentnahme an diesem Tag (Minute 80) sanken 
die Kortisolkonzentrationen, erreichten jedoch nicht die Basalkon-
zentration von Minute 0 (▶Tab. S1, ▶Abb. 3).

Für die KoK wurden Werte zwischen 183 ± 44 und 266 ± 44 ng/g 
ermittelt (LSM ± SE), wobei der niedrigste bei der ersten Mes-
sung (Minute 480) und der höchste bei der letzten Messung (Mi-
nute 660) vorlag (▶Tab. 1). Zwischen den Minuten 480 und 540 
(p = 0,09) sowie 480 und 660 (p = 0,05) wiesen die Werte tenden-
zielle Unterschiede auf.

Beim Vergleich des Verlaufs der KoB und der KoTr waren wäh-
rend der verschiedenen Manipulationen im Klauenbehandlungs-

stand deutliche Parallelen nachweisbar. In beiden Matrizes kam es 
zu einem initialen Anstieg bis zum Erreichen der Maximalwerte, ge-
folgt von einem Abfall bis zur letzten Probenentnahme (▶Abb. 3). 
Zu mehreren Probenentnahmezeitpunkten ließen sich signifikante 
positive Korrelationen zwischen den Matrizes feststellen (Minute 0: 
r = 0,78, p = 0,006; Minute 60: r = 0,82, p = 0,003, ▶Tab. S2). Beim 
Vergleich der KoB und der KoK wurden tendenzielle Korrelationen 
erfasst (KoB Minute 40 und KoK Minute 540: r = 0,63, p = 0,05; KoB 
Minute 50 und KoK Minute 540: r = 0,56, p = 0,09, ▶Tab. S3). Signi-
fikante Korrelationen zeigten sich beim Vergleich der KoTr und der 
KoK (KoTr Minute 30 und KoK Minute 540: r = 0,65, p = 0,04; KoTr 
Minute 40 und KoK Minute 660 KoK: r = 0,71, p = 0,02; ▶Tab. S4).

Die Kortisolkonzentrationen aller 10 Kühe wiesen im gesamten 
Zeitraum (Minute 0–80, AUC) eine signifikante Korrelation (r = 0,66; 
p = 0,04) zwischen den Matrizes Blutserum und Tränenflüssigkeit 
auf. Die höchste signifikante Korrelation (r = 0,75; p = 0,01) bestand 
zwischen der maximalen Kortisolkonzentration (YMAX) im Blutse-
rum und in der Tränenflüssigkeit (▶Tab. 2). Ebenso zeigte sich eine 
tendenzielle Korrelation für den Zeitpunkt der maximalen Kortisol-
konzentration (TMAX) dieser beiden Matrizes (r = 0,58; p = 0,08). Für 
die Matrizes Blut und Kot sowie Tränenflüssigkeit und Kot konnten 
beim vorliegenden Stichprobenumfang keine signifikanten Korrela-
tionen zwischen den abgeleiteten Parametern AUC, YMAX und TMAX 
nachgewiesen werden (▶Tab. 2).

KoB, KoS, KoTr und KoM sowie KoK vor und nach der 
Klauenbehandlung
Bei den 10 Deutsch-Holstein-Kühen wurden vor und nach der 
sKB Konzentrationen (LSM) zwischen 11,9 und 23,2 ng/ml (KoB, 
SE = 2,6), 1,7 und 2,7 ng/ml (KoS, SE = 0,3–0,5), 1,1 und 1,7 ng/ml 
(KoTr, SE = 0,2), 1,6 und 2,7 ng/ml (KoM, SE = 0,3–0,5) bzw. zwi-
schen 38,6 und 88,9 ng/g (KoK, SE = 5,6–13,4) bestimmt. Die KoB, 
KoS, KoTr und KoK zeigten bei der ersten Probenentnahme (Tag 1) 
die höchsten Werte. Alle LSM für die Parameter sind in ▶Tab. S5 
dargestellt.

Die Verläufe der Kortisol(metaboliten)konzentration in den 
verschiedenen Matrizes wiesen einige Parallelen auf (▶Abb. 4). 

▶Abb. 3 Verlauf der Kortisolkonzentration (Least Square Means 
[LSM] mit 95 %-Konfidenzband) im Blutserum (geschätzt durch 
Polynom 2. Grades) und in der Tränenflüssigkeit (geschätzt durch 
Polynom 3. Grades) bei 10 Deutsch-Holstein-Kühen während/nach 
der simulierten Klauenbehandlung im Behandlungsstand. Quelle: 
© M. Heinrich.

▶Fig. 3 Cortisol concentrations (least square means [LSM] with 
95 % confidence band) in serum (quadratic polynomial equation) 
and in tear fluid (cubic polynomial equation) during sham foot 
trimming on day 4 in 10 German Holstein cows. Source: © M. Hein-
rich.

▶Tab. 1 Kortisolmetabolitenkonzentration im Kot (Least Square 
Means [LSM] ± Standardfehler) bei 10 Deutsch-Holstein-Kühen nach 
der simulierten Klauenbehandlung.

▶Table 1 Cortisol metabolites in feces (least square means 
[LSM] ± standard error) after sham foot trimming in 10 German 
Holstein cows.

Zeitpunkt nach der Klauen-
behandlung (Minuten)

Konzentration der Kortisolmeta-
boliten im Kot (ng/g)

480 183a ± 44

540 256b ± 44

600 238ab ± 44

660 266b ± 44

LSM mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben kennzeichnen 
tendenzielle Unterschiede zwischen den zugehörigen Mittelwerten 
(0,05 ≤ p < 0,1).
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Die KoB fiel von Tag 1 zu Tag 4 deutlich ab (p < 0,01; ▶Abb. 4a, 
▶Tab. 3), stieg anschließend zu Tag 5 hin an, um zu Tag 6 erneut 
abzufallen und zu Tag 7 anzusteigen. Daraufhin verringerte sie 
sich bis zu ihrer niedrigsten Konzentration an Tag 9 und stieg an 
Tag 10 erneut leicht an (▶Abb. 4, ▶Tab. S5). Die KoS zeigte den 
gleichen Verlauf (▶Abb. 4a). Die KoTr hatte an Tag 10 ihren Mini-
malwert, was den einzigen Unterschied zum Verlauf der KoB-Kur-
ve darstellte (▶Abb. 4b). Die Kurven von KoM und KoB differier-
ten (▶Abb. 4c). Der Verlauf der KoK zeigte einige Parallelen zu 
dem der KoB (▶Abb. 4d). Bei der KoB (p < 0,01), der KoTr (p = 0,01) 
und der KoK (p < 0,01) wurden an Tag 10 niedrigere Werte als an 
Tag 1 nachgewiesen (▶Tab. 3). Ein signifikanter Anstieg der KoB 
(p = 0,03), sowie der KoK (p < 0,01) war von Tag 4 zu Tag 5 zu ver-
zeichnen (▶Tab. 3).

Für die Tage 1–10 ergaben sich bei der Betrachtung der Korrela-
tionen der Kortisol(metaboliten)konzentration der verschiedenen 
Matrizes mit der KoB, gemessen am selben Tier, geringe bis mittle-
re positive und negative Korrelationen, wovon wenige tendenziell 
oder signifikant waren (▶Tab. 4).

Für die LSM der Studientage (Tag 1–10) ergaben sich deutlich 
positive Korrelationen (▶Tab. 4) zwischen der KoB und der KoS 
(r = 0,85; p = 0,002) sowie zwischen der KoB und KoTr (r = 0,86; 
p = 0,002). Zwischen den LSM der KoB und der KoM bzw. der KoB 
und der KoK an den Studientagen wurden deutlich geringere Kor-
relationen geschätzt (r = 0,21 bzw. 0,52; ▶Tab. 4).

Diskussion

Studiendesign In der vorliegenden Arbeit wurde die KoB mit der 
KoS, KoTr, KoM sowie KoK bei Kühen verglichen, während in frühe-
ren Studien nur ein Vergleich einzelner Matrizes erfolgte [9][11][24]
[31][32][33][34][35]. Als Stressmodell wurde die sKB gewählt, da 
das Verbringen und die Fixation von Kühen in einem Klauenbehand-
lungsstand mit Stress und einer Erhöhung der Kortisolkonzentrati-
on im Blut verbunden ist [6][7][8]. Für eine Klauenpflege im Durch-

treibestand wurden in anderen Untersuchungen 15,9 ± 4,4 Minuten 
benötigt [6], für einen chirurgischen Eingriff an der Klaue (Klau-
enamputation oder Gelenkresektion) im Mittel 55 Minuten [36]. 
Somit erscheint die gewählte Behandlungszeit von 30 Minuten als 
realistisch. Sie umfasst neben dem Zeitaufwand für die Diagnos-
tik an der Zehe das Setzen der RIVA mit der Wartezeit bis zum Wir-
kungseintritt, die Defektversorgung und das Anbringen eines Klot-
zes und Verbands.

Für die Entnahme der Speichelproben war die Fixation des Kop-
fes und das Öffnen des Mauls der Kühe durch den Untersucher not-
wendig. Gerade bei sehr schreckhaften Tieren kann es zu stärkeren 
Abwehrbewegungen kommen. Sind die Tiere jedoch im Fanggitter 
fixiert, stellt die beschriebene Speichelprobengewinnung nach An-
sicht der Autoren eine für den Untersucher sichere, nicht invasive 
Methode dar. Die Gewinnung von Tränenflüssigkeit war bei allen 
Kühen durch eine Person möglich und führte in keinem Fall zu einer 
Augenerkrankung. Um ein Anmelken und Einschießen der Milch zu 
verhindern, wurden die Milchproben beim routinemäßigen Melken 
entnommen. Dies stellte eine einfache Probenentnahme ohne zu-
sätzliche Risiken für den Untersucher dar. Ein Vorteil der Messung 
von Kortisolmetaboliten im Kot liegt in der Probengewinnung, die 
ohne Tierkontakt erfolgen kann und nicht invasiv ist [13][37][38]. 
Bei Gruppenhaltung in Laufställen besteht allerdings die Gefahr 
einer Kontamination der Proben mit anderen Kotrückständen, wes-
halb hier eine rektale Kotentnahme erfolgen sollte. Diese war in der 
vorliegenden Studie immer durch eine Person und ohne Fixation 
der Tiere durchführbar.

Vergleich der Werte mit Literaturangaben Die bestimmten 
mittleren Kortisol- bzw. Kortisolmetabolitenkonzentrationen der 
untersuchten Matrizes sind mit den Angaben anderer Autoren ver-
gleichbar und somit plausibel [6][7][8][9][11][12][31][33][34][35]
[37][39].

▶Tab. 2 Mittelwerte (± Standardfehler) für die Fläche unter der Reaktionskurve (AUC), die maximale Konzentration (YMAX) und den Zeitpunkt der 
maximalen Konzentration (TMAX) des Kortisols in Blutserum und Tränenflüssigkeit und für die Kortisolmetaboliten im Kot sowie Korrelationen nach 
Pearson (mit p-Werten) zwischen den Matrizes innerhalb von AUC, YMAX und TMAX bei 10 Deutsch-Holstein-Kühen während/nach der simulierten 
Klauenbehandlung.

▶Table 2 Means (± standard error) for the area under the curve (AUC), for the maximum concentration (YMAX) and for the time point of the maxi-
mum concentration (TMAX) of the cortisol concentration in blood and tear fluid and of the concentration of cortisol metabolites in feces and Pear-
son correlations (p-values) between body fluids/faeces within AUC, YMAX and TMAX during/after sham foot trimming in 10 German Holstein cows.

Fläche unter der Kurve (AUC) Maximale Konzentration (YMAX) Zeit der maximalen Konzentration (TMAX)

Blutserum (ng/ml)1 49,0 ± 3,0 63,1 ± 4,2 55,8 ± 2,5

Tränenflüssigkeit (ng/ml)1 4,8 ± 0,4 7,2 ± 0,7 62,1 ± 3,6

Kot (ng/g)2 240 ± 37 336 ± 51 588,0 ± 23,3

Korrelation Blut/Tränenflüssigkeit 0,66 (0,04) 0,75 (0,01) 0,58 (0,08)

Korrelation Blut/Kot 0,35 (0,32) 0,30 (0,41) –0,17 (0,63)

Korrelation Tränenflüssigkeit/Kot 0,54 (0,10) 0,45 (0,19) –0,20 (0,58)

1 AUC, YMAX und TMAX berechnet durch Polynomregression, AUC dividiert durch 80
2 AUC berechnet nach der Trapezregel dividiert durch 180
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a b

▶Abb. 4 Verlauf der Kortisolkonzentration (Least Square Means [LSM] mit 95 %-Konfidenzintervall) in Blutserum (a–d), Speichel (a), Tränenflüs-
sigkeit (b) und Milch (c) sowie Kortisolmetabolitenkonzentration (LSM mit 95 %-Konfidenzintervall) im Kot (d) vor (Tag 1–4) und nach (Tag 5– 10) 
der simulierten Klauenbehandlung bei 10 Deutsch-Holstein-Kühen. Quelle: © M. Heinrich.

▶Fig. 4 Cortisol concentrations (least square means [LSM] with 95 % confidence interval) in blood (a–d), saliva (a), tear fluid (b) and milk (c) as 
well as concentrations of cortisol metabolites in feces (d) (LSM with 95 % confidence interval) before (days 1–4) and after (days 5–10) sham foot 
trimming in 10 German Holstein cows. Source: © M. Heinrich.

c d

▶Tab. 3 Differenzen der Least Square Means (LSM) (mit p-Werten, multipler t-Test) der Kortisolkonzentration in Blutserum, Speichel, Tränen-
flüssigkeit und Milch sowie Kortisolmetabolitenkonzentration im Kot für den paarweisen Vergleich der Tage 4 und 1, 10 und 1 sowie 5 und 4 bei 
10 Deutsch-Holstein-Kühen.

▶Table 3 Differences of least square means (LSM) (with p-values, multiple t-test) concentration of cortisol in blood serum, saliva, tear fluid, milk 
and concentration of cortisol metabolites in feces respectively of pairwise comparisons between days 4 and 1, days 10 and 1 as well as days 5 and 
4 in 10 German Holstein cows.

Differenz Kortisolkonzentration (ng/ml) Kortisolmetabolitenkonzen-
tration im Kot1 (ng/g)

Blut Speichel1 Tränenflüssigkeit Milch1

Tag 4 zu Tag 1 –9,6 (< 0,01) 0,682 (0,12) –0,43 (0,08) 1,082 (0,77) 0,432 (< 0,01)

Tag 10 zu Tag 1 –10,2 (< 0,01) 0,782 (0,31) –0,63 (0,01) 0,902 (0,69) 0,572 (< 0,01)

Tag 5 zu Tag 4 7,11 (0,03) 1,292 (0,21) 0,24 (0,33) 1,142 (0,52) 1,952 (< 0,01)

1 Prüfung, ob der Quotient der Mediane von 1 verschieden ist
2 Schätzung für den Quotienten der Mediane
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Kortisolkonzentration während der sKB Zwischen der KoB und 
KoTr während einer sKB ließ sich eine Korrelation nachweisen. Auch 
während des Ablegens von Kühen auf einen Kippstand konnte eine 
Korrelation zwischen diesen Parametern festgestellt werden [31]. 
Aufgrund dieser Korrelationen ist die Tränenflüssigkeit als geeig-
nete Matrix anzusehen, um die Stressantwort während eines stress-
auslösenden Ereignisses zu erfassen.

Bei der letzten Kotprobenentnahme nach der sKB (Minute 660) 
ergaben sich die höchsten Werte der KoK. In anderen Studien 
wurden die maximalen Konzentrationen der Kortisolmetaboliten 
9–12 Stunden nach dem Stressreiz ermittelt [6][13][37]. In der vor-
liegenden Studie kann nicht beurteilt werden, ob es sich bei der 
Messung zu Minute 660 um die maximale KoK handelte oder ob es 
einen weiteren Anstieg gab. Um diese Fragestellung beantworten 
zu können, müssten weitere Entnahmezeitpunkte für die Bestim-
mung der Kok gesetzt werden. Zwischen der KoB und der KoK zeig-
ten sich zu mehreren Zeitpunkten tendenzielle Korrelationen, doch 
waren bei Betrachtung der AUC der beiden Matrizes keine Korre-
lationen feststellbar. Palme et al. [13] beobachteten nach der Ap-
plikation von ACTH bei Kühen signifikante Korrelationen der bei-
den Matrizes allgemein, aber nicht beim Vergleich der Basalkon-
zentrationen. Andere Untersucher stellten bei Kühen eine positive 
Korrelation zwischen basaler KoB und basaler KoK fest [40]. Bei der 
vorliegenden Stichprobengröße und dem Probendesign reflektiert 
die KoK 8–11 Stunden nach einem stressauslösenden Ereignis die 
KoB während dieses Ereignisses nur tendenziell.

Der Vergleich zwischen KoTr und KoK wies zu einigen Zeitpunk-
ten signifikante Korrelationen auf (▶Tab. S4). Bei der Betrachtung 
von AUC, YMAX und TMAX konnten jedoch keine signifikanten Kor-
relationen festgestellt werden. In der Literatur gibt es dazu aktuell 
keine Vergleiche (pubmed, Februar 2020, Suchbegriffe: cortisol, 
tear, fecal cortisol metabolite). In der vorliegenden Arbeit wurden 
somit erstmals beide Matrizes miteinander verglichen und signifi-
kante Korrelationen aufgezeigt. Weitere Arbeiten mit dem Fokus 
auf diesen Matrizes sollten folgen, um diese Korrelationen weiter 
zu beschreiben.

Kortisolkonzentration vor und nach der sKB Die KoB wies an 
Tag 4 (morgendliche Beprobung vor der sKB) signifikant geringere 
Werte auf als an Tag 1. Dies belegt eine Gewöhnung der Kühe an 
den Umgang mit dem Untersucher. Über niedrigere Kortisolkon-
zentrationen im Blut nach wiederholtem Handling von Kühen be-
richteten auch Andrade et al. [41]. In Studien zur Evaluierung von 
Stress sollte daher eine Gewöhnungsphase für die Tiere von eini-
gen Tagen eingeplant werden.

Einen Tag nach der sKB (Tag 5) waren die KoB und KoK im paar-
weisen Vergleich zu Tag 4 signifikant erhöht. Dies bestätigt die Er-
gebnisse anderer Autoren, die in der Untersuchung Kipp- oder 
Durchtreibestände verwendeten [6][8]. An Tag 7 gab es einen ten-
denziellen Anstieg der KoB im Vergleich zu Tag 6. Der Studienplan 
sah vor, dass die Versuchstage stets auf die gleichen Wochentage 
fielen. Somit war Tag 7 immer der Tag, an dem die Klauenpfleger 
die Routinebehandlung im Betrieb durchführten. Die Versuchskü-
he standen in der unmittelbaren Umgebung der Klauenstrecke. 
Nach Ansicht der Autoren waren die Anwesenheit und die Arbeit 
der Klauenpfleger für die erhöhten Kortisolkonzentrationen ver-
antwortlich. Andere Untersucher stellten keinen Anstieg der KoB 
fest, wenn bei Nachbartieren im Stall eine Klauenpflege durchge-
führt wurde [8]. Anders als in unserer Studie wurden diese Kühe 
aber nicht 3 Tage zuvor einer stressauslösenden Situation wie der 
sKB unterzogen. Des Weiteren ist zu bedenken, dass die im Unter-
suchungsbetrieb anwesenden Klauenpfleger keine Klauenpflege 
durchführen, wie in besagter Arbeit [8], sondern Behandlungen 
von unkomplizierten Klauendefekten.

Vergleich der Matrizes vor und nach der sKB Der Verlauf der 
KoB wird durch den Verlauf der KoS gut widergespiegelt. Negrao et 
al. [32] ermittelten bei Kühen nach dem Melken eine signifikante 
Korrelation zwischen KoB und KoS. Unter Berücksichtigung eines 
Zeitversatzes von 10 Minuten ergab sich auch in anderen Studien 
an Kühen eine Korrelation der Kortisolkonzentration in den Matri-
zes Blut und Speichel [3][33]. Die KoS und KoTr stellen den Verlauf 
der KoB vor und nach einem stressauslösenden Ereignis gut dar. Die 
Verwendung dieser Matrizes stellt somit eine zuverlässige Alterna-
tive zur Erfassung der Kortisolreaktion im Blut dar.

▶Tab. 4 Pearson-Korrelationen (mit p-Werten) zwischen den Kortisolkonzentration der Matrizes Blutserum, Speichel, Tränenflüssigkeit und Milch 
sowie der Kortisolmetabolitenkonzentration im Kot vor (Tag 1–4) und nach (Tag 5– 10) der simulierten Klauenbehandlung sowie zwischen den 
Least Square Means (LSM) an den Prüftagen 1–10 geschätzt (n = 10 Kühe).

▶Table 4 Pearson correlations for the relationships between cortisol concentrations in blood, saliva, tear fluid and milk and concentrations of 
cortisol metabolites in feces on before (days 1–4) and after (days 5–10) sham foot trimming and between the estimated least square means (LSM) 
on days 1–10 (n = 10 cows).

Korrelation Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 1–10

Blutserum/
Speichel

0,32
(0,38)

0,15
(0,68)

0,35
(0,33)

–0,04
(0,91)

0,02
(0,96)

0,39
(0,26)

0,22
0,54)

0,26
(0,47)

0,44
(0,21)

0,55
(0,098)

0,85
(0,002)

Blutserum/ 
Tränenflüssigkeit

0,75
(0,01

0,61
(0,08)

0,30
(0,4)

0,39
(0,26)

–0,35
(0,32)

0,56
(0,09)

0,18
(0,62)

0,54
(0,11)

0,27
(0,45)

0,26
(0,47)

0,86
(0,002)

Blutserum/Milch 0,53
(0,12)

0,19
(0,6)

–0,11
(0,76)

–0,05
(0,9)

–0,35
(0,32)

–0,01
(0,98)

0,00
(0,99)

0,34
(0,34)

–0,03
(0,93)

0,62
(0,06)

0,21
(0,57)

Blutserum/Kot 0,24
(0,51)

0,58
(0,08)

–0,55
(0,10)

–0,44
0,20)

–0,42
(0,23)

–0,22
(0,54)

0,22
(0,56)

0,58
(0,08)

–0,13
(0,7)

0,55
(0,098)

0,52
(0,13)
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Der Verlauf der KoK vor und nach der sKB zeigte keine signifi-
kante Korrelation zur KoB. Es konnte jedoch festgestellt werden, 
dass die Verlaufskurve der KoK die Verlaufskurve der KoB mit einem 
Zeitversatz von 10 Stunden widerspiegelt [13]. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Kotprobe immer morgens nach der Blutproben-
entnahme gewonnen und die gemessene Konzentration spiegelt 
somit den Kortisolwert ca. 10 Stunden vorher wider. Damit könn-
te eine fehlende Korrelation durch das Probenentnahmedesign er-
klärt werden.

Der Verlauf der KoM ergab keine signifikante Korrelation zum 
Verlauf der KoB. In mehreren Publikationen wird über eine Korrela-
tion der beiden Matrizes berichtet [11][34][35][42]. In einer Studie 
zu Einflussfaktoren auf die KoM bei Kühen konnte dagegen keine 
Korrelation zwischen der KoM und der KoB aufgezeigt werden [43]. 
Die KoM gilt als guter Indikator zur Erfassung einer Stresssituation, 
die bis zu 2 Stunden vor der Milchprobenentnahme stattgefunden 
hat. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Milchprobenentnahme 
jeweils 5–6 Stunden nach der Blutentnahme. Ein in der Zwischen-
zeit aufgetretenes unbekanntes Stressereignis könnte die KoM be-
einflusst haben. In der Studienplanung wurde bewusst entschie-
den, die Milchproben im Melkstand zu entnehmen, um ein unnö-
tiges Anmelken ohne anschließendes Leermelken zu verhindern. 
Der gewählte Zeitpunkt der Probengewinnung kann für die fehlen-
de Korrelation der beiden Matrizes verantwortlich sein und sollte 
in weiteren Arbeiten überprüft werden.

FAZIT FÜR DIE PR A XIS
Die durchgeführte sKB im Durchtreibestand stellt für Kühe ei-
nen akuten Stressreiz dar. Die dadurch ausgelösten Änderun-
gen der KoB werden durch die KoTr gut widergespiegelt. Des 
Weiteren gibt es deutlich positive Korrelationen zwischen 
KoS und KoB sowie KoTr und KoB für den Zeitraum Tag 1–10. 
Bei der KoM und KoK zeigten sich nur teilweise Korrelationen 
zur KoB, wofür die Zeitpunkte der Probenentnahme verant-
wortlich sein könnten.. Dabei ist vor allem der Zeitversatz 
zwischen stressauslösendem Ereignis und dem Anstieg der 
Kortisolkonzentration in der jeweiligen Matrix zu berück-
sichtigen. Nach den Resultaten der Studie ist es möglich, auf 
eine invasive Blutentnahme zur Bestimmung der Kortisol-
konzentration zu verzichten und stattdessen die Matrizes 
Tränenflüssigkeit und Speichel zu nutzen. Ferner zeigte die 
Studie, dass der tägliche besonnene Umgang mit den Kühen 
bei den Tieren durch Gewöhnung an den Menschen und die 
Manipulationen eine geringere Stressantwort induziert, was 
dem Tierwohl gerecht wird.
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