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Zusammenfassung

Ochratoxin A ist ein Mykotoxin, welches von verschiedenen Penicillium- und Aspergillus-Arten
gebildet wird und in unterschiedlichen Futtermitteln auftreten kann. Es ist bekannt, dass es
negative Effekte auf die Gesundheit von Menschen und Tieren haben kann. Jedoch ist das
Pansenmikrobiom von Wiederkduern imstande Ochratoxin A in Ochratoxin-a. und
Phenylalanin zu spalten, woraus eine geringe Empfindlichkeit gegentuber dem Mykotoxin
resultiert. Dieser Versuch setzt sich mit den Auswirkungen von Ochratoxin A auf die
Gesundheit und Leistung von Milchkihen auseinander und untersucht auf Basis
vorangegangener Studien die Hypothese, dass aufgrund der Detoxifikation im Pansen bei

diesen Dosierungen keine negativen Effekte zu erwarten sind.

Fir die Untersuchungen wurde jeweils sechs laktierenden Fleckvieh-Kihen Ochratoxin A in
den Dosierungen 5 und 50 mg taglich in einer Portion Gerstenmehl tiber eine Woche gefittert.
Wahrend dieser siebentagigen Expositionsphase wurden neben klinischen Parametern auch
die Milchzusammensetzung und -leistung, Blutchemie und Hamatologie, Futteraufnahme und
Kauaktivitat sowie Zusammensetzung der kurzkettigen Fettsauren im Kot evaluiert. Im
Vergleich der beiden Versuchsgruppen zeigten sich in der Gruppe mit hoher
Mykotoxinexposition geringe Abweichungen im Kotscore, der Kauaktivitdt und der
Zusammensetzung der kurzkettigen Fettsduren im Kot. Auf die restlichen Parameter konnte
kein Einfluss durch Ochratoxin A festgestellt werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen die
Widerstandsfahigkeit von Kihen gegenlber Ochratoxin A und bestatigen die urspringliche

Hypothese.



Abstract

Ochratoxin A is a mycotoxin produced by various Penicillium and Aspergillus species and can
occur in different feedstuffs. It is known to have negative effects on human and animal health.
However, the rumen microbiome of ruminants can cleave ochratoxin A into ochratoxin-a. and
phenylalanine, resulting in low sensitivity to the mycotoxin. The present experiment addresses
the effects of ochratoxin A on the health and performance of dairy cows fed with a high-energy-
density diet. Based on previous studies, it investigates the hypothesis that due to the

detoxification in the rumen, at these doses, no negative effects are to be expected.

For the studies, six lactating Fleckvieh cows were each fed ochratoxin A at doses of 5 and
50 mg daily mixed with a concentrate feed (barley meal) for the duration of one week. During
this seven-day exposure period, milk composition and yield, blood chemistry and haematology,
feed intake and chewing activity, as well as the composition of short-chain fatty acids in faeces,
were evaluated in addition to clinical parameters. Comparing the two experimental groups, the
group with high mycotoxin exposure showed minor differences in the faecal score, chewing
activity, and composition of short-chain fatty acids in faeces. No influence by ochratoxin A was
detected on the remaining parameters. These results illustrate the resistance of cows to

ochratoxin A and confirm the initial hypothesis.



Abkurzungsverzeichnis

ADF Saure-Detergenzien-Fasern/acid detergent fiber
ADFos ADF nach Ausschluss der Rohasche

aNDFos mit alpha-Amylase behandelte NDF nach Ausschluss der Rohasche
AST Aspartat-Aminotransferase

ATP Adenosintriphosphat

EE Ether-Extrakt

FS Frischsubstanz

GC Gaschromatographie

GGT Gamma-Glutamyl-Transferase

GLDH Glutamat-Dehydrogenase

KGW Korpergewicht

NDF Neutrale Detergenzienfasern/neutral detergent fiber
NFC Nichtfaser-Kohlenhydrate/non-fiber carbohydrates
0S Organische Substanz

OT-a Ochratoxin-a

OTA Ochratoxin A

RP Rohprotein

S Standardabweichung

SCFA Kurzkettige Fettsduren/short-chain fatty acids

SEM Standardfehler des Mittelwertes/standard error of the mean
TIM Tage in Milch

TMR Totale Mischration

tRNA Transfer-RNA

TS Trockensubstanz

uS ursprungliche Substanz
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1. Einleitung und Hypothese

1.1 Mykotoxine

Mykotoxine entstehen durch den sekundaren Metabolismus von Pilzen und kénnen toxische
Schéaden bei Vertebraten hervorrufen. Dies kann tUber Hautkontakt, den Verdauungstrakt oder
Inhalation dieser geschehen (1). Die Namensgebung ist auf das griechische Wort fur Pilz

,mykos“ und den lateinischen Ausdruck fur Gift ,foxicum* zurtickzufihren (2).

Primarer Metabolismus bezeichnet das Wachstum der Pilze, sekundarer Metabolismus das
Ausbilden von Mykotoxinen. Letzterer wird Uber die Umwelt gesteuert und wird vor allem bei
Kalte, Trockenheit oder Anwesenheit von Fungiziden ausgeldst (2). Die drei wichtigsten
Pilzgattungen Aspergillus, Penicillium und Fusarium produzieren folgende bedeutende
Mykotoxine: Aflatoxine, Ochratoxin A, Patulin, Trichothecene, Fumonisine, Zearalenon und

Fusarinsaure (3).

Mykotoxine kénnen in verschiedenen Futtermitteln wie Kraftfutter, Grinfutter, Heu und Silage
vorkommen (4). Der Befall kann bereits auf dem Feld, wahrend der Ernte, Lagerung,
Verarbeitung oder Futterung auftreten (5), wobei die Temperatur, Feuchtigkeit und
Insektenaktivitat als primare Faktoren fur das Wachstum der Pilze verantwortlich sind (4,6).
Ebenso sind das Substrat und die Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidkonzentration von
Bedeutung. Die optimalen Wachstumsbedingungen fiir die meisten Pilze sind eine Temperatur
von 20-30 °C und eine Feuchtigkeit von 13-21 %, wobei Feldpilze eine héhere Feuchtigkeit

bendtigen als Lagerpilze (7).

Die Prasenz von Pilzen im Futter beeinflusst dessen organoleptische Eigenschaften sowie den
Nahrwert (3). Durch Aufnahme und Akkumulation von Mykotoxinen in Organen und Geweben
kénnen diese in die Nahrungskette gelangen und durch Konsum von tierischen Produkten ein
Risiko fur den Menschen darstellen (1,2). Auswirkungen von Mykotoxinen kénnen die
Degeneration von Leber und Nieren sein, auflerdem kdnnen sie neurotoxisch wirken und zu

einer Immundefizienz fihren (7).



1.2 Mykotoxikose bei Rindern

Die Erkrankung durch Mykotoxine wird Mykotoxikose genannt und kann je nach Dosis und
Expositionsdauer akut oder chronisch verlaufen (1,2). Die Auswirkungen werden auf3erdem
von der Anzahl und Art der aufgenommenen Toxine, der individuellen Empfindlichkeit des
Tieres, der Futterung und Umgebung beeinflusst (3,7). Die Kontamination von Futtermitteln
mit Schimmelpilzen oder Mykotoxinen fihrt im Allgemeinen zu einem Rlckgang der
Futteraufnahme (3). Wiederkauer gelten den Auswirkungen von Mykotoxinen gegenuber als
weniger anfallig im Vergleich zu Monogastriern. Daflr verantwortlich ist das Pansenmikrobiom,
welches eine wichtige Rolle bei der Entgiftung spielt (8). Neben dem Abbau im Pansen, werden
Mykotoxine auch im Darmepithel und in Leber und Nieren metabolisiert, um anschlielend tber

den Urin, Kot oder die Milch ausgeschieden zu werden (2).

Im frihen Stadium der Mykotoxikose sind die negativen Effekte vernachlassigbar (9). Bei einer
langerfristigen Aufnahme kann es zur Beeinflussung von der Leistung und Reproduktion
kommen, wobei Hochleistungstiere durch den Produktionsstress starker betroffen sind (9,10).
Es stehen Aborte, geringere Konzeptionsraten, Ketosen und Labmagenverlagerungen damit
in Zusammenhang (9). Generell kann jedes Mykotoxin eine unterschiedliche Symptomatik
hervorrufen, welche, wie zum Bespiel Appetitlosigkeit, unspezifisch ist und die

Diagnosestellung erschwert (3,9).

1.3. Ochratoxine
1.3.1. Chemische Struktur

Ochratoxine werden von verschiedenen Penicillium- und Aspergillus-Arten produziert und
treten vor allem wahrend der Lagerung auf (6,11). Die chemische Struktur der Ochratoxine ist
ein Phenylalanin, welches Uber eine Amidbindung an ein Dihydroisocumarin gebunden ist (12).
Sie wird fur Ochratoxin A, B und C in Abb. 1 veranschaulicht. Der toxischste Vertreter ist
Ochratoxin A (OTA), welcher im Gegensatz zu Ochratoxin B Chlor gebunden hat (11,12). Auf
OTA wird im Folgenden insbesondere eingegangen.



Ochratoxin A

Ochratoxin B Ochratoxin C%

Abb. 1. Chemische Struktur von Ochratoxin A, B und C (K&szegi et al. 2016 (13)).

1.3.2. Aligemeine Toxikologische Ubersicht

OTA hat eine lange Halbwertszeit beim Sauger, was vermutlich an der hohen Affinitat zu
Plasmaproteinen, vor allem Albumin, liegt (11). Die Biotransformation findet hauptsachlich in
Leber und Nieren statt, wobei die Clearance des Toxins Uber Kot, Urin und Milch bedeutend
ist (14).

Es ist bekannt, dass OTA eine nephrotoxische, hepatotoxische, teratogene,
immunsuppressive und kanzerogene Wirkung auf verschiedene Tierarten hat (14).
Bedeutende Wirkmechanismen sind die Hemmung der Proteinbiosynthese und der
mitochondrialen Atmung, Férderung der Lipidperoxidation, Stérung der Kalziumhoméostase
und Schadigung der DNA (11,14). Der Mechanismus, welcher der Hemmung der
Proteinbiosynthese zugrunde liegt, beruht auf der Bindung des Phenylalanins an die
Phenylalanin-tRNA-Synthase und Phenylalanin-Hydroxylase. Durch Blockierung dieser
kommt es zur Beeintrachtigung der Proteinbiosynthese und der RNA- und DNA-Synthese (14).
Des Weiteren ist OTA in der Lage, das mitochondriale Transportsystem zu hemmen, wodurch
es zur Hemmung der Atmungskette und Depletion von ATP kommt (11). Man geht au3erdem
davon aus, dass oxidativer Stress an der Toxizitat von OTA beteiligt ist und beispielsweise
durch oxidative Zellschaden fir die DNA-Schadigung, Lipidperoxidation und Stérung der

Kalziumhomoostase verantwortlich ist (14).



Ein wichtiger Angriffspunkt fir OTA ist die Niere, wobei es zu einer Akkumulation im Gewebe
kommt (15). Zu Beginn zeigt sich eine Degeneration der proximalen Tubuli, in weiterer Folge
kommt es zu einer Fibrose des Interstitiums (11). Wichtig ist die Unterscheidung zwischen der
Exposition mit hohen und niedrigen Dosen an OTA, welche zu unterschiedlichen
Auswirkungen fuhren. Im Falle von niedrigen Dosen kommt es zur Interaktion von OTA mit
zelluldren Targets, was in der Folge zellulare Signalibertragungen und regulatorische
Vorgange stort. Daraus resultieren Veranderungen in Zellfunktionen oder deren Phanotyp,
wodurch es zum Funktionsverlust der Niere kommt (15). Dieser Mechanismus wird in Abb. 2

dargestellt.
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Abb. 2. Wirkmechanismus niedriger Dosen OTA an der Niere
(modifiziert nach Gekle et al. 1998 (15)).

Die immunotoxische Wirkung von OTA kommt durch den apoptotischen und nekrotischen
Zelltod der Immunzellen und durch die langsame Neubildung dieser durch die Hemmung der
Proteinbiosynthese zustande. Das Resultat der Immunsuppression ist eine dosisabhangige
Knochenmarksdepression, die Einfluss auf die Bildung von Antikérpern, Zytokinen und
Immunzellen hat. AuRerdem kommt es zu einer GroRenreduktion sekundarer lymphatischer
Organe (16).



Die internationale Agentur fir Krebsforschung hat OTA fir den Menschen als moglicherweise
krebserregend eingestuft (17). Das Mykotoxin steht in Verdacht fir die Balkan-Nephropathie
beim Menschen, einer zunachst degenerativen Nierenerkrankung, welche spater eine
Niereninsuffizienz bedingen kann, verantwortlich zu sein (18). Diese Nephropathie steht im
Zusammenhang mit Tumoren des Harntraktes. Bei Mausen und Ratten fuhrte die OTA-
Exposition zu Nierenzelladenomen und -karzinomen und nur bei Mausen auch zu Tumoren
der Leber (17). Die Ursache der Kanzerogenitat ist nicht geklart, jedoch wird der oxidative
Metabolismus, durch welchen oxidative DNA-Schaden hervorgerufen und DNA-Addukte

gebildet werden, als zugrunde liegend vermutet (18).

1.3.3. Ochratoxine und ihre berichteten Auswirkungen auf Rinder

OTA kann im Pansen durch Proteasen, die von Mikroben produziert werden, zu Ochratoxin-o
(OT-a) und Phenylalanin hydrolysiert werden (7). Hult et al. berichten, dass bis zu 60 % des
aufgenommenen OTA abgebaut werden kénnen und da OT-a nicht toxisch ist, gelten
Wiederkauer dem Mykotoxin gegenuber als resistenter (8,19). Im Abbau spielen vor allem die
Protozoen des Pansenmikrobioms eine wichtige Rolle (8,20). AuRerdem ist die
Zusammensetzung der Ration entscheidend, wobei in vitro Versuche gezeigt haben, dass ein
héherer Starkeanteil die Halbwertszeit von OTA auf 1,91 Stunden verkurzt, wohingegen bei
der Zugabe von Zellulose die Halbwertszeit 4,5 Stunden betragt (20). Eine andere Studie bei
Schafen in vivo zeigt, dass ein hdherer Kraftfutteranteil den Abbau von OTA im Pansen

verlangsamt und ein gréferer Anteil an Raufutter diesen beschleunigt (21).

Eine einmalige Gabe von 13,3 mg OTA/kg Koérpergewicht (KGW) bei Holsteinkiihen hat am
nachsten Tag Schwierigkeiten beim Aufstehen, Durchfall, Anorexie und einen Abbruch der
Milchproduktion hervorgerufen, wobei es am vierten Tag zur Genesung kam. Bei mehrtagigen
Behandlungen mit 0,2, 0,75 und 1,66 mg OTA/kg KGW kam es zu keiner klinischen
Symptomatik. Es wurden Rickstande in der Milch beobachtet, jedoch nur bei Fitterung von
einer Dosis Uber 1,66 mg OTA/kg KGW (12). In der gleichen Studie wurden die Auswirkungen
der oralen OTA-Gabe in den Dosierungen 11 und 25 mg OTA/kg KGW bei zwei finf Wochen
alten Holsteinkalbern untersucht. Beide Tiere starben innerhalb der nachsten 24 Stunden nach
Verabreichung des Mykotoxins (12). Im Rahmen einer anderen Studie wurde ebenfalls
Holsteinkihen fir vier Wochen eine Dosis von 5, 50 oder 100 ug OTA/kg
Erganzungsfuttermittel, von welchem die Tiere taglich 11,3 + 0,2 kg (5 ug OTA/kg), 10,7 %



0,1 kg (50 ug OTA/kg) und 11,1 £ 0,1 kg (100 ug OTA/kg) aufnahmen, verabreicht. Diese Tiere
haben keine Leistungseinbufien in Bezug auf Kérpergewicht und Milchproduktion gezeigt, es
wurden jedoch geringe Konzentrationen (0,1-0,2 ug/kg) OTA (bei den Gruppen mit 50 und
100 ug OTA/kg) im Plasma gefunden, was darauf hindeutet, dass es nicht vollstandig im
Pansen abgebaut wird. Es wurde kein OTA in der Milch oder in essbarem Gewebe wie Fleisch
nachgewiesen (22). Das Risiko fur Ruckstande in Milch und Fleisch von Wiederkauern wird
generell als gering eingeschatzt und betrifft vor allem die chronische Exposition (6,23). Die
Europaische Kommission hat 2006 Richtlinien festgelegt, welche eine maximale OTA-
Konzentration von 0,25 mg/kg fur Getreide und Getreideerzeugnisse als Futtermittel mit 12 %

Feuchtigkeit festsetzen (24).

1.4. Hypothese

Auf der Grundlage friherer Untersuchungen, die Gber eine hohe Abbaumenge von OTA im
Pansen (bis zu 60 %) und keine negativen Auswirkungen auf die Gesundheit berichten, gehen
wir davon aus, dass die Aufnahme von OTA in diesen Dosierungen keine negativen

Auswirkungen auf die Gesundheit und Leistung von Milchkihen hat.



2. Materialien und Methoden

2.1. Versuchsaufbau

Der Umgang und die Behandlungen der Tiere sowie alle damit verbundenen Verfahren wurden
von der institutionellen Ethik- und Tierschutzkommission (ETK) der Veterindrmedizinischen
Universitat Wien und der nationalen Behérde gemal §26 des Tierversuchsgesetzes 2012-
TVG (GZ: 2022-0.474.452) genehmigt.

Der Versuch wurde an der VetFarm, Hof Kremesberg der Veterinarmedizinischen Universitat
Wien fur die Dauer von elf Tagen durchgefuhrt. Es wurden zwolf laktierende Milchkihe der
Rasse Fleckvieh eingesetzt. Informationen Uber die Versuchstiere wurden in Tab. 1
zusammengefasst. In der Adaptationsphase der ersten vier Tage wurde allen Tieren die
gleiche Ration geflttert. Danach wurden die Kiihe in zwei Gruppen zu je sechs Tieren geteilt,
wobei immer einer Gruppe eine der folgenden Dosen an OTA Uber sieben Tage zugefuttert

wurde:

1. 5mg OTA/Kuh/Tag (ca. 250 pg/kg TS TMR)
2. 50 mg OTA/Kuh/Tag (ca. 2500 ug/kg TS TMR)

Das Mykotoxin wurde in einer 250 g schweren Portion Gerstenmehl (mit 1,25 mg bzw. 12,5 mg
OTA) vier Mal taglich, zu den Uhrzeiten 8:00, 12:00, 16:00 und 20:00 Uhr, verfuttert. In der
darauffolgenden Washout-Phase wurden die Tiere Uber 14 Tage mit der gewohnten Ration

ohne Zusatz des Mykotoxins gefuttert, um eine Auswaschung von diesem zu garantieren.

Tab. 1. Information (iber die Versuchstiere (n=12; Fleckvieh).

Parameter Mittelwert s Min Max
Alter (in Jahren) 5,58 1,89 2,6 9,6
Laktationsnummer 3,50 1,61 1 7

Tage in Milch (TIM) 161,17 98,77 19 308
Korpermasse (in kg) 741,83 75,80 582 888

Wahrend des Versuches wurden verschiedene Parameter evaluiert, diese waren die
Milchzusammensetzung und -leistung, Futteraufnahme, kurzkettigen Fettsduren (SCFA) im

Kot und Kauaktivitat. AuRerdem wurden aus Blutproben die Blutchemie und Hamatologie



bestimmt und die Tiere wurden klinisch untersucht. Das Schema des Versuchsaufbaues wird
in Tab. 2 abgebildet.

Tab. 2. Versuchsaufbau mit evaluierten Parametern wéhrend der Adaptations- und Expositionsphase.

Expositionsphase
Evaluierte Parameter Adaptationsphase (Futterung mit OTA)
3 -2 | -1 0 1 2 3 4 5 6 7

Milchzusammensetzung

Milchleistung

Futteraufnahme

Blutchemie

Hamatologie

Klinische Parameter
SCFA im Kot

Kauaktivitat

2.2. Futterung und Haltung

Die Kuhe wurden in einem Laufstall mit Liegeboxen gehalten und hatten freien Zugang zum
Wasser und Futter Uber transpondergesteuerte Futtertroge (siehe Abb. 4 und Abb. 3). Das
Futter wurde ad libitum angeboten und die Zusammensetzung der Ration war folgende (in der
Trockensubstanz (TS)): 37,1 % Grassilage, 12,5 % Maissilage, 50,4 % mineralisiertes und
vitaminisiertes Kraftfutter fur Rinder (Milchrinder 18 Kremesberg p, Kdnigshofer GmbH,
Osterreich). Die Futterzusammensetzung der Ration in der Frischsubstanz (FS) und TS kann

in den absoluten und relativen Anteilen aus Tab. 3 enthommen werden.

Reprasentative Proben der totalen Mischration (TMR) wurden an den Tagen null und sieben
des Versuches gezogen. Die Proben wurden aus mindestens 20 Sub-Proben gesammelt,
letztere wurden gepoolt (2 kg TMR) und bei -20 °C gelagert. Im nachsten Schritt wurden die
Proben zur Vorbereitung fur die Nahrstoffanalysen, die gemall des Verbandes Deutscher
Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten erfolgten (25), 48 Stunden lang
bei 65 °C im Umluftofen getrocknet und durch ein 0,5-mm-Sieb (Ultra-Zentrifugalmuhle ZM

200, Retsch GmbH, Deutschland) gemahlen. Das Material wurde fir die Analyse der



chemischen Zusammensetzung verwendet, wobei folgende Parameter analysiert wurden: die
Trockensubstanz, die Rohasche, die organische Substanz (OS), das Rohprotein (RP), das
Ether-Extrakt (EE, d. h. Rohfett), die neutralen Detergenzienfasern (NDF), und die Saure-
Detergenzien-Fasern (ADF). Die TS wurde kurz nach der Trocknung im Ofen bei 103 °C und
die Asche nach der Verbrennung bei 580 °C Uber Nacht bestimmt. EE wurde mit einem
Soxhlet-Extraktor (Extraktionssystem B-811, Blchi Labortechnik AG, Schweiz) und RP mit der
Kjeldahl-Methode analysiert. Die mit Amylase behandelten NDF wurden mithilfe eines
automatisierten Faseranalysegerats (Fibretherm FT12, C. Gerhardt GmbH & Co. KG,
Deutschland) bestimmt. Die OS wurde auf der Grundlage des Ascheanteils berechnet. Die
Berechnung der Nichtfaser-Kohlenhydrate (NFC) wurde wie folgt geschatzt: NFC = 100 - (RP
+ Asche + EE + NDF). Die Nahrstoffzusammensetzung der Ration ist in Tab. 4 ersichtlich.

Abb. 4. Aufstallung der Versuchstiere. Abb. 3. Laufstall mit Liegeboxen und
transpondergesteuerten Futtertrégen.

Tab. 3. Futterzusammensetzung der Ration.

Futterkomponenten kg FS % FS kg TS % TS
Grassilage 18 36,7 8,3 37,1

Maissilage 8 16,3 2,8 12,5
Kraftfutter’ 13 26,5 11,3 50,4
Wasser 10 20,4 0 0

Total 49 100,0 22,4 100,0
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1 Zusammensetzung: Weizen, Rapsextraktionsschrotfutter, Mais, Sojaextraktionsschrotfutter,
Ribenmelasse, Calciumcarbonat, Monocalciumphosphat, Natriumbicarbonat, Natriumchlorid,
Magnesiumoxid, Magnesiumsulfat, Calcium-Magnesiumcarbonat, Traubenkernmehl, Isomaltulose-
Melasse, Sonnenblumendl (Milchrinder 18 Kremesberg p, KONIGSHOFER GmbH, Osterreich).

Tab. 4. Néhrstoffzusammensetzung der Ration.

Parameter Mittelwertt s
Gesamt TS (% in uS) 47,6 £ 0,25
Rohasche (% TS) 7,2+0,19
Organische Substanz (% TS) 92,8 +0,19
Rohprotein (% TS) 14,8 £ 0,5
Rohfett (% TS) 1,9+0,21
aNDFos (% TS) 41,3 +0,35
ADFos (% TS) 23,9+1,25

s = Standardabweichung

uS = urspriingliche Substanz

aNDFos = mit alpha-Amylase behandelte NDF nach Ausschluss der Rohasche
ADFos = ADF nach Ausschluss der Rohasche

2.3. Klinische Parameter

Die Kihe wurden wahrend des Versuches taglich hinsichtlich ihres Gesundheitszustandes
tierarztlich betreut. Folgende Parameter wurden von Tag null bis sieben morgens und abends

bestimmt:

e Allgemeinverhalten

e Hautelastizitat

¢ Innere Koérpertemperatur (°C)

e Atemfrequenz (Frequenz/min)

e Herzfrequenz (Frequenz/min)

e Pansenmotilitdt (Frequenz/5 min)
e Pansenscore [1-5]

o Kotscore [1-5]
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Das Allgemeinverhalten wurde adspektorisch beurteilt und als ruhig und aufmerksam bzw.
geringgradig bis hochgradig vermindert oder gesteigert beschrieben. Zur Uberprifung der
Hautelastizitat wurde am seitlichen Hals im Ubergang vom zweiten zum dritten Drittel eine
Hautfalte aufgezogen und verstreichen gelassen. Die Innere Kérpertemperatur wurde mithilfe
eines digitalen Thermometers (microlife VT 1831, Microlife AG, Schweiz) rektal gemessen.
Um die Atemfrequenz festzustellen, wurde schrag hinter dem Tier auf der rechten Seite die
Frequenz eine halbe Minute lang gezahlt. Die Herzfrequenz wurde mithilfe eines Stethoskops
(Littmann® Classic IlI™ Stethoskop, 3M Company, USA) in der linken Herzgegend, an der
Stelle des deutlichsten HerzstoRes, auskultiert. Ebenso wurde der Pansen in der linken

Hungergrube auskultiert und die Gerausche fiir eine Dauer von funf Minuten gezahlt (26).

Der Fullungszustand des Pansens wurde anhand des Pansenscores beurteilt. Der Beobachter
stand daflr schrag links hinter der Kuh. Es wurde ein Finf-Punkte-System verwendet (siehe
Abb. 5). Bei Score 1 war eine starke Vertiefung in der linken Flanke sichtbar. Die Fossa
paralumbalis (Hungergrube) hinter der letzten Rippe war mehr als eine Handbreit tief und hatte
in der Seitenansicht ein rechteckiges Aussehen. Score 2 wurde durch eine Handbreit tiefe
Fossa und ein dreieckiges Aussehen definiert. Bei Score 3 verlief die Haut unter der
Lendenwirbelsaule eine Handbreit vertikal nach ventral und wolbte sich dann nach aufen,
sodass die paralumbale Fossa gerade noch sichtbar war. Bei Score 4 war die Fossa
paralumbalis nicht mehr sichtbar und es dominierte eine konvexe Form. Bei Score 5 waren die
Lendenwirbel nicht sichtbar, und die Haut auf der linken Korperseite war recht straff. Der

typische Wert fir laktierende Kiihe war Score 3 (27).

Abb. 5. Pansenbewertung (A) Score 1: Fossa paralumbalis ist mehr als eine Handbreit tief, in der
Seitenansicht rechteckige Form. (B) Score 2: Fossa paralumbalis ist eine Handbreit tief, in der
Seitenansicht dreieckige Form. (C) Score 3: Fossa paralumbalis ist gerade noch sichtbar, in der
Seitenansicht dreieckige Form. (D) Score 4: Fossa paralumbalis ist hinter der letzten Rippe nicht
sichtbar. (E) Score 5: Die Lendenwirbel sind nicht sichtbar, kein sichtbarer Ubergang zwischen der
Flanke und den Rippen (Hulsen 2005 (27)).
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Der frische Kot wurde ebenso mit einem Flnf-Punkte-System bewertet (siehe Abb. 6). Score
1 war ein wassriger Kot, welcher kaum noch als solcher erkennbar war. Bei Score 2 war der
Kot als solcher erkennbar und hatte die Konsistenz eines dunnflissigen Puddings. Wenn er
auf einer harten Oberflache abgesetzt wurde, spritzte er weit weg. Score 3 war Kot mit einer
dickflissigen Puddingkonsistenz, welcher sich zu einem 2-3 cm hohen Fladen formte. Wenn
man mit dem Stiefel hineinstieg, blieb kein Kot daran haften und es war kein Stiefelabdruck
sichtbar. Bei Score 4 hatte der Kot eine dicke Konsistenz und stapelte sich in Ringen zu einer
Hohe von mindestens einer Fingerlange. Der Stiefelabdruck blieb bestehen und es blieb Kot
am Stiefel haften. Score 5 waren feste Kotballen, ahnlich wie Pferdekot. Ein Stiefelabdruck

blieb an der Oberflache sichtbar. Die ideale Kotkonsistenz entsprach dem Score 3 (27).

Abb. 6. Kotkonsistenz. (A) Score 1: Weéssrige Konsistenz. (B) Score 2: Dinnfiliissige
Puddingkonsistenz. (C) Score 3: Dickfliissige Puddingkonsistenz, (D) Score 4: Dicke Konsistenz. (E)
Score 5: Feste Kotballen (Hulsen 2005 (27)).

2.4. Milchleistung und Milchzusammensetzung

Die Kihe wurden zweimal taglich um 7:00 und 17:30 Uhr in einem 4 + 4 Tandem-Melkstand
(DeLaval GmbH, Osterreich) gemolken. Die tégliche Milchleistung wurde mit einem
elektronischen Maschinenschreiber (DelLaval Corp., Schweden) erfasst. Die Morgen- und
Abendmilchproben der Tage null und sieben des Versuches wurden gepoolt und bei 4 °C
gelagert. Die anschlieRende Analyse hinsichtlich des Gehaltes an Protein, Fett, Laktose und
Harnstoff und die Bestimmung von Zellzahl, fettfreier Trockenmasse und pH-Wert wurde im
Milchlabor des LKV Niederdsterreich mittels einer MilkoScan Apparatur (MilkoScan FT6500,
FOSS, Danemark) durchgefuhrt.
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2.5. Blutchemie und Hamatologie

An den Versuchstagen null und sieben wurden direkt vor der morgendlichen Futterung
(Zeitpunkt 0 Stunden) und 7 Stunden nach der ersten OTA-Aufnahme Blutproben aus der
Vena jugularis mittels Serum-Vakuumroéhrchen (VACUETTE® Roéhrchen 9 mL CAT Serum
Separator Gerinnungsaktivator, Greiner Bio-One GmbH, Osterreich) und EDTA-
Vakuumréhrchen (VACUETTE® Rohrchen 9 mL K3E K3EDTA, Greiner Bio-One GmbH,
Osterreich) entnommen. Nach der Blutentnahme wurden die Blutproben fiir die
Serumgewinnung in den Réhrchen eine Stunde lang bei Raumtemperatur gerinnen gelassen
und anschlie®Bend 15 Minuten lang bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R,
Eppendorf SE, Deutschland) und das Serum abpipettiert. Die Lagerung des Serums bis zur
weiteren Analyse erfolgte in 2-mL-Rdéhrchen (Eppendorf Safe-Lock Tubes 2 mL, Eppendorf
SE, Deutschland) bei -20 °C. Die Vollblutproben wurden bei 4 °C in den Entnahmerdhrchen
gelagert. Mittels vollautomatischem Analysegerat fir klinische Chemie (Cobas 6000/c501,
Roche Diagnostics GmbH, Osterreich) wurden die Konzentrationen der Leberenzyme
Aspartat-Aminotransferase (AST), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) und Glutamat-
Dehydrogenase (GLDH) in den Serumproben bestimmt. AuRerdem wurden die
Konzentrationen vom Totalprotein, Albumin und Kreatinin analysiert. Die Proben wurden
jeweils in zweifacher Ausfertigung analysiert. Aus den gewonnenen Vollblutproben wurden die
Hamatologie und ein Differentialblutbild bestimmt. Diese Analysen wurden am Zentrallabor der

Veterinarmedizinischen Universitat Wien durchgeflhrt.

2.6. Futteraufnahme und Kauaktivitat

Die Futterung wurde mittels eines automatischen Fitterungssystems (Trioliet Triomatic T15,
Trioliet B.V., Niederlande) durchgefiihrt, welches Uber elektronische Waagen in den
Futterautomaten verfiigte (Insentec B.V., Niederlande). Uber Ohrmarkentransponder und
computergesteuerte Zugangstore (Insentec B.V., Niederlande) erfolgte eine unabhéangige
automatische Futterung, wobei die Futteraufnahme und die damit verbundenen Daten
individuell erfasst werden konnten. Die kontinuierliche Aufzeichnung der Kauaktivitat jeder Kuh
erfolgte Uber elf Tage mithilfe eines Kauhalfters (RumiWatch System, ITIN +HOCH GmbH,

Schweiz).
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2.7. SCFA im Kot

Fir die Kotproben wurde der Kot rektal entnommen und bei -20 °C fir die spatere chemische
Analyse gelagert. Die Analyse der kurzkettigen Fettsduren-Konzentrationen erfolgte mittels
Gaschromatographie (GC) durch ein GC-Gerat (Shimadzu GC 2010-Plus, Shimadzu, Japan),
das mit einem Flammenionisationsdetektor und einer 30 m x 0,53 mm (Innendurchmesser)
x 0,53 um Kapillarsaule (Trace TR Wax, Thermo Fisher Scientific, USA) ausgestattet war. Die
Quantifizierung der identifizierten SCFA wurde mit einem internen Standard (4-
Methylvaleriansaure, Sigma-Aldrich®, USA) durchgefiihrt. Als Tragergas wurde Helium mit
einer Durchflussrate von 6 mL/min verwendet. Die Temperatur des Injektors wurde auf 170 °C

und die des Detektors auf 220 °C eingestellt.

2.8. Statistische Auswertung

Alle erhobenen Daten wurden mit Hilfe deskriptiver Statistiken dargestellt. Mittelwert, Median,
Standardabweichung sowie Standardfehler des Mittelwerts wurden mittels Microsoft Excel
erfasst, um die Varianzgrofien zu bestimmen. Anschliefend wurden die Daten mittels SAS
(Version 9.4; Prozedur Mixed) statistisch ausgewertet. Die Normalverteilung der Residuen
wurde Uberpruft. Fur jede ZielgroRe wurde ein lineares Modell verwendet. Messungen, die zu
verschiedenen Zeiten (Tag null und sieben) am selben Tier durchgefuhrt wurden, wurden in
der Varianzanalyse berucksichtigt. Der Test berlcksichtigte die Kovarianz, die am Tag null

analysiert wurde. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Parameter

Die Verabreichung von OTA in der hohen (50 mg/Kuh/Tag) im Vergleich zur niedrigen Dosis
(5 mg/Kuh/Tag) wirkte sich, abgesehen von der Kotkonsistenz, nicht signifikant auf die
klinischen Parameter aus. Die Ergebnisse wurden in Tab. 5 festgehalten. Das
Allgemeinverhalten und die Hautelastizitdt waren wahrend der Studie bei allen Tieren im
Normalbereich, das heif3t das Verhalten war ruhig und aufmerksam und die Hautelastizitat
blieb erhalten. Die innere Koérpertemperatur betrug wahrend der Expositionsphase 38,40 °C
bei der niedrigen und 38,41 °C bei der hohen OTA-Konzentration mit einem Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) von + 0,11 °C und entsprach somit den Referenzwerten. Die
Atemfrequenz lag bei 48,73 und 50,74 + 3,87 Atemzlgen pro Minute und war somit bei beiden
Gruppen im Vergleich zum Referenzbereich erhdht. Jedoch unterschied sie sich nicht vom
Mittelwert an Tag 0, wo sie 49,63 Atemzlge pro Minute ausmachte (Min: 20/min, Max: 96/min).
Somit ist die Abweichung auf die Aufregung der Tiere wahrend der Fixierung im Fressgitter fur
die klinische Untersuchung zuriickzuflhren. Die Herzfrequenz betrug 77,51 bei niedriger und
76,32 + 1,77 Schlage pro Minute bei hoher Exposition und entsprach den physiologischen
Referenzwerten. Bei der Pansenauskultation waren bei den Kihen mit niedriger OTA-Dosis
6,04 und bei denen mit hoher Dosis 6,27 mit einem SEM von 0,20 Pansengerausche in flnf
Minuten zu hdren. Der Pansenscore betrug im Funf-Punkte-System 3,54 + 0,12 fur die Tiere
mit niedriger Exposition und 3,43 + 0,12 fur die Tiere mit hoher Exposition. Die Werte der
beiden Pansenparameter entsprachen der physiologischen Norm. Die Verabreichung der
hohen OTA-Dosis hatte im Vergleich zu den Tieren, welche der niedrigeren Dosis ausgesetzt
waren, einen signifikanten Einfluss auf die Kotkonsistenz (p<0,0001). Der Score lag bei den
Kihen mit niedriger Dosis bei 2,72, wahrend die Kiuhe mit hoher Dosis einen deutlich
geringeren Score von 2,35 erzielten. Letzterer war vergleichsweise zum Referenzwert

erniedrigt.



Tab. 5. Vergleich der Auswirkungen von niedrigen und hohen Dosen OTA auf klinische Parameter.

OTA Niedrige Dosis

OTA Hohe Dosis

(5 mg/Kuh/Tag) (50 mg/Kuh/Tag) SEM p-Wert Referenzbereich
Innere Korpertemperatur (°C) 38,40 38,41 0,11 0,9412 38,3-38,8 (26)
Atemfrequenz (Frequenz/min) 48,73 50,74 3,87 0,7217 10-30 (26)
Herzfrequenz (Frequenz/min) 77,51 76,32 1,77 0,6425 60-80 (26)
Pansenauskultation (Frequenz/5 min) 6,04 6,27 0,20 0,4458 5-10 (26)
Pansenscore [1-5] 3,54 3,43 0,12 0,5419 3 (27)
Kotscore [1-5] 2,72 2,35 0 <0.0001 3(27)

ol
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3.2. Milchleistung und Milchzusammensetzung

Die Milchleistung sowie die Milchzusammensetzung unterlagen keinen signifikanten
Veranderungen wahrend der siebentagigen Expositionszeit mit OTA in der niedrigen und
hohen Dosierung. Aus Tab. 6 konnen die Werte abgelesen werden. Bei der Milchleistung
erreichten die Tiere Werte von 31,75 L + 0,73 L bei niedriger OTA-Dosis und 33,12 L + 0,73 L
bei hoher OTA-Dosis pro Tag. Die Parameter Fett, Protein und Laktose unterschieden sich
nicht signifikant voneinander und lagen, aufter beim Milchfett der Gruppe mit hoher Exposition
mit einem leicht erniedrigten Wert, im physiologischen Referenzbereich. Sie betrugen, in
gleicher Reihenfolge, 3,61 % bei der Verabreichung von 5 mg OTA taglich und 3,42 % bei der
Verabreichung von 50 mg OTA taglich mit einem SEM von + 0,22 %, 3,39 % und 3,43 % +
0,06 %, 4,65 % und 4,73 % + 0,04 %. Die Bestimmung der Zellzahl ergab Werte von rund
85.000/mL bei niedriger OTA-Exposition und 60.000/mL bei hoher OTA-Exposition mit einem
Standardfehler von + 1.100/mL und lag somit unter dem Maximalwert. Die fettfreie
Trockenmasse lag bei 8,74% und 8,86 % + 0,08% und entsprach somit dem
Referenzintervall. Die Analyse des Harnstoffes erzielte Ergebnisse im unteren Bereich der
Referenzspanne und lag bei 16,75 mg/dL bei den Kiihen, welchen die niedrige Dosis OTA
zugefittert wurde und 15,91 mg/dL bei den Kiihen, welche die hohe Dosis OTA erhielten. Der
SEM betrug + 1,62 mg/dL. Aus der Messung des pH-Wertes resultierten ebenso keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, die beiden Werte waren 6,56 bzw.

6,52 + 0,03 und entsprachen der physiologischen Norm.



Tab. 6. Vergleich der Auswirkungen von niedrigen und hohen Dosen OTA auf Milchleistung und Milchzusammensetzung.

OTA Niedrige Dosis

OTA Hohe Dosis

(5 mg/Kuh/Tag) (50 mg/Kuh/Tag) SEM p-Wert Referenzbereich

Milchleistung (L/d) 31,75 33,12 0,73 0,2275 -

Fett (%) 3,61 3,42 0,22 0,5618 3,5-4,5 (28)
Protein (%) 3,39 3,43 0,06 0,6407 3,2-3,8 (28)
Zellzahl (103/mL) 84,59 59,91 11,41 0,1631 <200 (29)
Laktose (%) 4,65 4,73 0,04 0,1444 4,6-5,0 (28)
Fettfreie Trockenmasse (%) 8,74 8,86 0,08 0,3474 8,5-9,5 (30)
Harnstoff (mg/dL) 16,75 15,91 1,62 0,7232 15-30 (28)
pH-Wert 6,56 6,52 0,03 0,4258 6,4-6,7 (28)

8l
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3.3. Blutchemie und Hamatologie

Die Blutchemie und Hamatologie der Versuchstiere wurden im Vergleich der Gruppe mit
niedrig dosiertem OTA zu der Gruppe mit hochdosiertem OTA nicht signifikant beeinflusst. In
Tab. 7 sind die Ergebnisse aufgelistet. Kreatinin, Totalprotein und Albumin der zwei
verschiedenen Versuchsgruppen unterschieden sich kaum voneinander und entsprachen den
physiologischen Referenzwerten. Die Leberwerte AST, GLDH und GGT lagen in beiden
Gruppen ebenfalls im Referenzbereich. AST machte bei niedriger OTA-Dosis 85,33 U/L +
4,49 U/L und bei hoher OTA-Dosis 90,01 U/L + 4,49 U/L aus, GLDH lag bei 21,07 U/L £
5,01 U/L und 16,91 U/L + 5,01 U/L und GGT erreichte Werte von 31,52 U/L + 3,03 U/L und
30,15 U/L + 3,03 U/L. Die Hamatologie ergab unauffallige Ergebnisse im Normalbereich. Das
Hamoglobin war in der Tiergruppe mit niedriger OTA-Dosis bei 9,78 g/dL + 0,21 g/dL und der
Hamatokrit bei 25,62 % + 0,51 %. In der Gruppe mit hohem OTA erzielte das Hamoglobin ein
Ergebnis von 10,15 g/dL + 0,21 g/dL und der Hamatokrit 26,80 % * 0,51 %. Es lagen keine
Hinweise fur eine Anamie vor. Die Anzahl der Leukozyten betrug mit niedrigem OTA
6619,17/uL + 337,68/uL und mit hohem OTA 6580,83/uL + 337,68/uL. Die restlichen
Parameter der Hamatologie wie Erythrozytenzahl, MCV, MCH, MCHC, CHCM, MPXI und
RDW zeigten Werte im Referenzbereich. Im Differentialblutbild stellten sich die absoluten
Anteile der Segmentkernigen, Lymphozyten, Monozyten, Eosinophilen und Basophilen in der

physiologischen Norm dar.



Tab. 7. Vergleich der Auswirkungen von niedrigen und hohen Dosen OTA auf Blutchemie und Hamatologie.

OTA Niedrige Dosis

OTA Hohe Dosis

SEM p-Wert Referenzbereich
(5 mg/Kuh/Tag) (50 mg/Kuh/Tag)

Kreatinin (mg/dL) 1,02 1,01 0,02 0,6283 1-2 (28)
Totalprotein (g/dL) 7,18 7,13 0,14 0,8366 6-8 (31)
Albumin (g/dL) 4,01 3,95 0 0,5218 -
AST (U/L) 85,33 90,01 4,49 0,4803 43-127 (32)
GLDH (U/L) 21,07 16,91 5,01 0,5761 <30 (28)
GGT (U/L) 31,52 30,15 3,03 0,7566 15-39 (32)
Erythrozyten (10A6/pL) 5,61 5,87 0,13 0,2069 4,9-7,5 (31)
Hamoglobin (g/dL) 9,78 10,15 0,21 0,2646 8,4—12,0 (31)
Hamatokrit (%) 25,62 26,80 0,51 0,1358 21-30 (31)
MCV/ Mittleres Erythrozytenvolumen (fL) 45,72 45,89 0,20 0,5778 36-50 (31)
MCH/ Mittlerer Himoglobingehalt der

17,46 17,37 0,08 0,4589 14-19 (31)
Einzelerythrozyten (pg)
MCHC/ Mittlere Hamoglobinkonzentration

38,16 37,88 0,16 0,2553 36-39 (33)
der Erythrozyten (g/dL)
Leukozyten (/pL) 6619,17 6580,83 337,68 0,9384  5.100-13.300 (31)
CHCM/ Mittlere zellulare

. 37,07 36,85 0,096 0,1433 -

Hamoglobinkonzentration (g/dL)
MPXI/ Mittlerer Myeloperoxidaseindex 6,04 5,71 0,62 0,7220 -
RDWI/ Erythrozytenverteilungsbreite (%) 16,80 16,31 0,30 0,2764 16—-20 (31)

0¢
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3.4. Futteraufnahme und Kauaktivitat

Die Futteraufnahme und Kauaktivitat der Kiihe wahrend der Zufitterung von OTA wich in den
zwei Gruppen nur bei der Kautatigkeit pro Minute signifikant voneinander ab. Die restlichen
Parameter hatten keinen signifikanten Unterschied. Die Werte sind in Tab. 8 angefihrt. Die
Futteraufnahme jedes Versuchstieres betrug in der Gruppe mit niedriger Exposition
22,32 kg TS/d und in der Gruppe mit hoher Exposition 22,86 kg TS/d + 0,56 kg TS/d und stieg
im Vergleich zu Tag null (niedrige Dosis OTA: 19,75 kg TS/d, hohe Dosis OTA: 20,31 kg TS/d)
leicht an. Bei der Fresszeit erreichten die Kihe 164,82 min/d (niedrige Dosis OTA) und
157,07 min/d (hohe Dosis OTA) mit einem Standardfehler von 21,79 min/d. Diese Ergebnisse
lagen unterhalb der Werte einer Studie von Braun et al. aus dem Jahr 2015, bei welcher die
Tiere tagliche Fresszeiten von durchschnittlich 211 bis 319 Minuten erzielten (34). Jedoch
veranderte sich die Fresszeit nicht von der Adaptationsphase an Tag null zur
Expositionsphase (Mittelwert: 160,89 min/d; Min: 36,85 min/d; Max: 301,58 min/d). Die
Wiederkauzeit lag bei 500,31 min/d und 518,15 min/d £ 17,95 min/d und war ahnlich zu den
Ergebnissen der Studie von Braun et al. aus 2015 (34). Die Anzahl der taglichen Kauschlage
im Rahmen der Wiederkautatigkeit erreichte in beiden Gruppen ahnliche Ergebnisse und
entsprach den Messungen von Braun et al. aus 2013 (35). Ebenso wurden die Kauschlage
wahrend des Fressens untersucht, diese langen in der Versuchsgruppe mit niedriger OTA-
Dosis bei 10078,00/d + 1511,13/d und in der mit hoher OTA-Dosis bei 9691,93/d + 1511,13/d
und lagen somit tendenziell unterhalb der Referenz. Dieser Parameter ergab jedoch wahrend
der Phase ohne Verabreichung von OTA vergleichsweise keine Veranderung (Mittelwert:
9936,36/d; Min: 1621,00/d; Max: 20319,00/d). Die Anzahl der Boli innerhalb von 24 Stunden
und die Kautatigkeit pro Bolus unterschied sich zwischen den Versuchsgruppen nicht
signifikant voneinander und war mit dem jeweiligen Referenzbereich vergleichbar. Die
Kautatigkeit pro Minute unterlag einer signifikanten Veranderung (p = 0,0376) bei der
Gegenuberstellung der Ergebnisse der zwei verschiedenen Gruppen. Die Tiere, welchen 5 mg
OTA taglich verabreicht wurde, erreichten eine minutliche Kautatigkeit von 53,30 + 1,90. Die
Kihe, welche taglich 50 mg OTA aufnahmen, erzielten héhere Werte von 59,89 + 1,90. Im
Vergleich dazu hatte die Versuchsgruppe mit der niedrigen OTA-Dosis an Tag null eine mittlere
Kautatigkeit von 60,18/min (Min: 54,28/min; Max: 64,94/min) und die Gruppe mit der hohen
OTA-Dosis erzielten einen mittleren Wert von 53,76/min (Min: 40,13/min; Max: 66,22/min). Das

Trinkverhalten wurde anhand der taglichen Trinkzeit und der Anzahl an Schlucken analysiert
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und stellte sich unauffallig dar. Die zwei Gruppen mit den unterschiedlichen Dosierungen

unterschieden sich in den Ergebnissen nicht signifikant voneinander.



Tab. 8. Vergleich der Auswirkungen von niedrigen und hohen Dosen OTA auf Futteraufnahme und Kauaktivitét.

OTA Niedrige Dosis OTA Hohe Dosis

SEM p-Wert Referenzbereich
(5 mg/Kuh/Tag) (50 mg/Kuh/Tag)

Futteraufnahme (kg TS/d) 22,32 22,86 0,56 0,5055 -
Fresszeit (min/d) 164,82 157,07 21,79 0,8029 211-319 (34)
Wiederkauzeit (min/d) 500,31 518,15 17,95 0,4951 370-511 (34)
Gesamtkauzeit (min/d) 684,25 658,91 17,33 0,3163 -
Trinkzeit (min/d) 10,03 9,61 1,77 0,8661 -
Kautatigkeit - Wiederkautatigkeit (n/d) 30996,00 31618,00 1301,20  0,7344  15369-31893 (35)
Kautatigkeit - Fressen (n/d) 10078,00 9691,93 1511,13  0,8605  13431-20722 (34)
Gesamtkautatigkeit (n/d) 41127,00 41383,00 1004,77  0,8561 -
Schlucke (n/d) 183,56 163,04 28,84 0,6100 -

Bolus (n/d) 488,82 448,33 34,30 0,4154 347-478 (35)
Kautatigkeit/min 53,30 59,89 1,90 0,0376 -

Kautatigkeit/Bolus 45,00 48,35 2,05 0,2660 44,3-69,4 (35)

ve
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3.5. SCFA im Kot

Die zwei verschiedenen OTA-Dosen hatten auf die beiden Tiergruppen im Hinblick auf die
Verteilung und den Gehalt der verschiedenen kurzkettigen Fettsduren im Kot eher
Auswirkungen auf die totalen Gehalte als auf die prozentualen Anteile der SCFA. In Tab. 9
sind die Ergebnisse ersichtlich. Der Gesamtwert der SCFA betrug bei den Kiihen mit niedriger
Exposition 52,28 uMol/g und bei den Kihen mit hoher Exposition 46,66 uMol/g mit einem
Standardfehler von 2,27 yMol/g. Wenn man dies mit dem Tag 0 vergleicht, dann betrug der
Wert 46,76 pMol/g (Min: 31,68 uMol/g; Max: 68,44 uMol/g) und war somit &hnlich zur zweiten
Gruppe, wich aber geringgradig von der ersten Gruppe ab. Bei den absoluten Gehalten der
SCFA im Kot fielen Isobutyrat und Isovalerat auf, welche beide signifikante Veranderungen
zwischen den beiden Gruppen aufwiesen. Isobutyrat erreichte Werte von 0,50 uMol/g bei
niedriger OTA-Dosis und 0,51 uMol/g bei hoher OTA-Dosis und Isovalerat 0,33 uMol/g und
0,21 uMol/g. In beiden Fallen war der p-Wert <0,0001 und der SEM betrug 0. Der prozentuale
Anteil von Acetat blieb konstant und entsprach den Untersuchungen einer Studie von
Neubauer et al. aus 2020. Propionat, Butyrat und Isovalerat wichen ebenso nicht hochgradig
von den Referenzen ab (36). Isobutyrat erreichte deutlich niedrigere Ergebnisse als die Studie
von Neubauer et al., war jedoch ahnlich zu den Werten von Tag 0 (Mittelwert 1,18 %; Min:
0,70 %; Max: 1,84 %). Valerat unterschied sich in den zwei Gruppen prozentual gesehen
signifikant voneinander. Der Wert betrug in der Versuchsgruppe mit niedriger OTA-Exposition
1,09 % und mit hoher OTA-Exposition 1,20 % (SEM 0,28 %). Der Mittelwert von Tag 0 betrug
zum Vergleich 1,16 % (Min: 0,95 %; Max: 1,40 %).



Tab. 9. Vergleich der Auswirkungen von niedrigen und hohen Dosen OTA auf die Zusammensetzung der kurzkettigen Fettsduren im Kot.

OTA Niedrige Dosis

OTA Hohe Dosis

SEM p-Wert Referenzbereich
(5 mg/Kuh/Tag) (50 mg/Kuh/Tag)

Gesamt (uMol/g) 52,28 46,66 2,27 0,2857 -
Acetat (uMol/g) 38,98 34,66 2,79 0,3390 -
Propionat (uMol/g) 9,27 8,53 0,63 0,4600 -
Isobutyrat (uMol/g) 0,50 0,51 0 <0.0001 -
Butyrat (uMol/g) 2,56 2,28 0,22 0,4212 -
Isovalerat (uMol/g) 0,33 0,21 0 <0.0001 -
Valerat (uMol/g) 0,56 0,54 0,06 0,8191 -
Acetat (%) 74,06 74,53 0,53 0,5660 75,5+ 0,77 (36)
Propionat (%) 18,20 17,94 0,37 0,6479 14,3 + 0,29 (36)
Isobutyrat (%) 1,16 0,96 0,13 0,4077 3,9+ 0,24 (36)
Butyrat (%) 4,84 4,86 0,21 0,9657 4,3 +0,17 (36)
Isovalerat (%) 0,73 0,40 0,98 0,0672 0,84 + 0,047 (36)
Valerat (%) 1,09 1,20 0,28 <0.0001 1,14 + 0,05 (36)

74
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4. Diskussion

Die vorliegende Diplomarbeit setzt sich mit den unterschiedlichen Auswirkungen auf die
Gesundheitsparameter und die Leistung von Milchkiihen wahrend einer siebentagigen Gabe
von OTA in den Dosierungen 5 mg und 50 mg pro Tag auseinander. In anderen Studien wurde
bereits gezeigt, dass ein funktioneller Pansen entscheidend fir den Abbau von OTA zu OT-a
und Phenylalanin und somit fir eine hdhere Toleranz gegentber dem Mykotoxin verantwortlich
ist (37). Ein Kalb ohne ausgebildetes Pansenmikrobiom ist funktionell einem Monogastrier
zuzuordnen und somit deutlich anfalliger fur eine akute Mykotoxikose durch OTA (38). Wie
bereits vorher erwahnt, hatte eine Gabe von 11 mg OTA/kg KGW bei einem Kalb letale
Folgen, eine Kuh tolerierte hingegen 13,3 mg OTA/kg KGW (12). Ein wichtiger Aspekt, der
bedacht werden muss, ist die Menge an OTA, welche vom Pansen abgebaut werden kann. Es
gibt Hinweise darauf, dass ein Teil des Mykotoxins nicht vom Mikrobiom hydrolysiert wird und
somit als OTA resorbiert wird (22). Die Menge, welche nicht dem Abbau unterliegt, wird auf 5—
62 % geschatzt und obwohl keine offensichtlichen klinischen Pathologien auftreten, sind die
Mengen systemisch vorhanden und beispielsweise im Plasma nachweisbar (38). Basierend
auf einer Studie von Hashimoto et al. aus 2016 kann berechnet werden, dass eine
durchschnittliche Aufnahme Uber 28 Tage von 56,5 ug OTA téaglich nicht im Plasma
nachgewiesen werden kann. Bei einer mittleren Dosis von 535 pg und 1110 yg pro Tag
konnten an einigen Tagen Werte nachwiesen werden, welche die Nachweisgrenze von
0,1 mg/kg Uberschritten, wobei dies in der Gruppe der héheren Dosis haufiger auftrat (22). In
dem aktuellen Versuch waren die Dosierungen mit 5.000 ug und 50.000 uyg OTA taglich um
ein Vielfaches héher als in der zuvor beschriebenen Studie, jedoch wurde das Mykotoxin nur
Uber einen Zeitraum von einer Woche verabreicht. Da der Nachweis im Plasma jedoch auch
schon an den ersten Tagen erfolgreich war (22), kann davon ausgegangen werden, dass es

in diesem Versuch ebenso einen positiven Nachweis gabe.

Ein bedeutender Faktor im Abbau von OTA durch den Pansen ist die Futterzusammensetzung.
Diese bedingt den Anteil der Protozoen, welche als hauptverantwortliche Mikroben im OTA-
Abbau beteiligt sind. Ein Kraftfutteranteil von 40-60 % hat sich als optimal herausgestellt, um
die grofite Protozoendichte zu fordern (38). Ist der Kraftfutteranteil zu niedrig, fehlt die Energie
fur die Aufrechterhaltung der Protozoenpopulation. Da sich die Protozoen an gréRere Partikel
im Pansen anheften, um nicht ausgeschwemmt zu werden, kann ein zu hoher Kraftfutteranteil

zu dieser Ausschwemmung beitragen und die Population reduzieren (38). Im vorliegenden
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Versuch betrug der Anteil des Kraftfutters 50,4 % (in der TS) und trug somit zur optimalen
Protozoendichte bei. Es kann davon ausgegangen werden, dass es deshalb zum
héchstmdéglichen Abbau von OTA im Pansen gekommen ist, was auch in den Ergebnissen

widergespiegelt wird.

Um die verabreichte Dosis OTA in diesem Versuch in Relation setzen zu kénnen, kann man
sie mit den Richtlinien von der Europdischen Kommission aus 2006 vergleichen. Diese legen
eine maximale Konzentration von 0,25 mg OTA/kg Getreide und Getreideerzeugnisse mit
12 % Feuchtigkeit, welche als Futtermittelausgangserzeugnisse verwendet werden, fest. Ein
expliziter Richtwert fur Ergadnzungs- und Alleinfuttermittel wird fur Schweine und Geflugel,
jedoch nicht fur Rinder erwahnt (24). Der Richtwert von 250 pg/kg in Getreide mit 88 % TS
entspricht 284,09 ug/kg mit 100% TS. Die Tiergruppe, welcher taglich 5.000 yg OTA
zugeflttert wurde, fral® taglich durchschnittlich 11,25 kg Kraftfutter (TS) und zusatzlich 0,9 kg
Gerstenmehl (TS), in welcher das Mykotoxin verabreicht wurde, was eine Summe von
12,15 kg ergibt. Folglich betragt die OTA-Konzentration pro kg Kraftfutter 411,52 ug, was zirka
dem Eineinhalbfachen des maximalen Richtwertes entspricht. In der zweiten Gruppe mit
50.000 ug OTA taglich, fralen die Kihe taglich 12,44 kg Kraftfutter inklusive mit OTA
versetztem Gerstenmehl. Es ergibt sich eine OTA-Konzentration von 4.019,29 ug/kg, welche
den Hochstwert von 284,09 ug/kg um das rund 14-fache Ubersteigt. Folglich kann festgestellt
werden, dass in diesem Versuch die Richtwerte in beiden Versuchsgruppen deutlich

uberschritten wurden.

Fir eine Abschatzung der Relevanz der Auswirkungen von OTA ist das Vorkommen dieses
Mykotoxins in Futtermitteln zu berticksichtigen. In einer aktuellen Studie aus 2022 wurden auf
100 o&sterreichischen Milchviehbetrieben Futterrationen beprobt. Dabei konnte das
Vorkommen von OTA in nur 1 % der Proben mit einem Gehalt von <8 pg/kg festgestellt werden
(39). Eine ebenso kirzlich durchgefiihrte Studie in der nordspanischen Region Navarra aus
dem Jahr 2023 untersuchte Futterproben aus 400 Betrieben mit Rindern, Schafen, Schweinen
und Gefligel. Die Untersuchungen ergaben 6 % positive Proben aus Futtermitteln fir Rinder
mit einem maximalen Wert von 7,7 ug OTA/kg. Das Vorkommen des Mykotoxins in
Futtermitteln aller vier Tierarten lag bei 5-8 %, wobei im Futter fir Schweine die héchsten
Werte von 65,5 ug OTA/kg gefunden wurden (40). Rosa et al. fihrten ihre Studie in Brasilien
durch, dabei zeigten ihre Untersuchungen deutlich héhere Resultate an OTA-Gehalten in

Futtermitteln flr Rinder als die zwei erwahnten Studien aus Europa. Insgesamt wurden 133
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Proben an der Produktionslinie in vier Futtermittelfabriken gezogen und auf das Mykotoxin
uberprift. Je nach Futtermittel wurde in 0-45 % der Proben OTA nachgewiesen. Die Gehalte
beliefen sich dabei auf bis zu 439 ug/kg (41). Aus diesem Vergleich geht hervor, dass das
Risiko flr negative Auswirkungen durch OTA auf Milchkiihe in Osterreich durch die niedrigen
Gehalte und wenigen positiven Proben als gering einzuschatzen ist. Im internationalen Kontext
konnte das Risiko héher ausfallen, wie man an den Ergebnissen der Studie aus Brasilien
feststellen kann. Jedoch darf nicht auf3er Acht gelassen werden, dass sich die Wirkung von
OTA trotz niedriger Gehalte verandern kann, wenn es zu einer Kombination mit anderen
Mykotoxinen kommt. Es kann zu antagonistischen, additiven oder synergistischen
Wechselwirkungen kommen (42). Die zuvor erwahnte spanische Studie aus 2023 untersuchte
auch das gleichzeitige Auftreten mehrerer Mykotoxine in den Proben und kam zu dem
Resultat, dass 62 % der Futtermittel fir Rinder mit mindestens zwei Toxinen belastet waren.
Die haufigsten Kombinationen, in welchen OTA enthalten war, waren OTA mit Deoxynivalenol
sowie OTA mit Zearalenon und Aflatoxin B1. Diese Kombinationen konnten in 3 % der

Futterproben gefunden werden (40).

In diesem Versuch konnten kaum Veranderungen hinsichtlich klinischer Parameter der Kiuhe
unter OTA-Gabe beobachtet werden. Bei einer starken, akuten Intoxikation mit OTA konnten
Ribelin et al.,, wie schon zuvor erwahnt, Appetitlosigkeit, Einstellen der Milchproduktion,
Schwierigkeiten beim Aufstehen und Durchfall feststellen (12). Im aktuellen Forschungsdesign
handelte es sich bei beiden Versuchsgruppen um Dosen oberhalb der Richtwerte, welche
jedoch deutlich niedriger als die Werte der Studie von Ribelin et al. waren (12). Es kam zu
keiner Verminderung des Allgemeinbefindens und auch die Futteraufnahme war ungestort.
Einige Parameter der Kauaktivitat unterschieden sich von den Referenzwerten, jedoch kann
man davon ausgehen, dass diese von mehreren Faktoren, wie beispielsweise der
Zusammensetzung der Ration, dem physiologischen Stadium, der Leistung und Rasse,
abhangen kénnen. In der Milchleistung konnte ebenso keine Verminderung erkannt werden,
was auch in einer Studie von Hashimoto et al. aus 2016 bestatigt wurde. Den Kiihen wurden
Uber 28 Tage geringe Dosen OTA verabreicht, was weder zu einer Abnahme des
Korpergewichts noch zu einer verringerten Milchleistung fiihrte (22). Die Kotkonsistenz
unterschied sich jedoch in den beiden Gruppen signifikant voneinander. In der Gruppe mit
niedriger OTA-Dosis erreichte sie einen Score von 2,72 und in der Gruppe mit hoher OTA-
Dosis 2,35 im Funf-Punkte-System. Die ideale Konsistenz entspricht dem Score 3, welchen

die erste Gruppe beinahe erreichte. Die Konsistenz war in diesem Versuch somit bei hdherer
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Mykotoxinbelastung fllissiger, was zum Beispiel bei Intoxikationen, Infektionen, Parasiten oder
Azidosen auftreten kann (43). Es stellt sich die Frage, ob OTA fur die Veranderung in der
Kotkonsistenz verantwortlich war und in dieser Dosierung einen diinneren Kot verursacht hat.
Es handelte sich jedoch nicht um Durchfall, welcher bei starker Intoxikation auftritt und dem
Score 1 entsprechen wirde. Moglicherweise duflerte sich der niedrigere Kotscore als eine
Vorstufe von diesem. Eine andere mdgliche Einflussquelle auf die Kotkonsistenz war die
geringgradige Veranderung der SCFA-Zusammensetzung. Die absoluten Anteile von
Isobutyrat und Isovalerat und der relative Anteil von Valerat veranderten sich im direkten
Vergleich der beiden Versuchsgruppen. Studien tber andere Mykotoxine haben gezeigt, dass
diese die Pansenfermentation und somit die Zusammensetzung der kurzkettigen Fettsduren
beeinflussen kénnen (44,45). In einer Studie von Wang et al. aus 2020 wurde den Kihen eine
Mischung aus mehreren Mykotoxinen, unter anderem Aflatoxin B1, im Futter verabreicht.
Dabei wurde eine deutliche Veranderung des Gehaltes an Isovalerat festgestellt (44), was
auch in einer anderen Studie von Wu et al. bestatigt wurde, wo es zu Veranderungen einzelner
SCFA durch Gabe verschiedener Mykotoxine kam (45). Da in diesen Versuchen den Kiihen
jedoch kein OTA eingegeben wurde, konnen die Veranderungen der SCFA im Kot im aktuellen
Versuch nicht direkt damit in Zusammenhang gebracht werden. Was aul3erdem in Betracht
gezogen werden sollte, sind die Produkte, die beim OTA-Abbau im Pansen gebildet werden.
Bei der Hydrolyse durch das Mikrobiom entstehen OT-ao und Phenylalanin. Aus
Untersuchungen geht hervor, dass Phenylalanin und seine Nebenprodukte sich auf die
Fermentation im Pansen auswirken kénnen und in verschiedenen Konzentrationen den Gehalt
an Laktat und Acetat verandern kdnnen (46). Moglicherweise konnte dies eine Erklarung flr
die Anderungen der SCFA-Anteile in der Gruppe mit hoher OTA-Dosis sein. Weitere
untersuchte Parameter, auf welche die Gabe von OTA in beiden Gruppen keine signifikanten
Auswirkungen gezeigt hat, waren die Hamatologie und die Blutchemie. Forschungen mit
anderen Mykotoxinen zeigen unterschiedliche Resultate, wo einerseits vermutlich aufgrund
niedriger Dosen ebenso keine signifikanten Veranderungen in der Blutchemie auftraten (45).
Andererseits konnten Beeintrachtigungen der Leberfunktion festgestellt werden, was durch
eine Erhéhung des Wertes GGT deutlich wurde (44). In den vorliegenden Untersuchungen
konnte aus der Blutchemie kein Hinweis auf eine Beeintrachtigung von Leber und anderen
Organen beobachtet werden, da sich alle Werte innerhalb der physiologischen Referenz
befanden. Auch in diesem Fall kbnnen die Erfahrungen mit anderen Mykotoxinen nicht auf
OTA umgelegt werden, jedoch ist dies mdglicherweise ein weiterer Hinweis auf die hohe

Abbaumenge von OTA durch das Pansenmikrobiom.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in diesem Versuch OTA in den Dosen
5 mg und 50 mg taglich, Uber sieben Tage verabreicht, kaum Auswirkungen auf die Leistung
und Gesundheitsparameter der Kihe hatte. Geringgradige Veranderungen konnten in der
Gruppe mit hoher OTA-Dosis beim Kotscore, der Kauaktivitat und der Zusammensetzung der
kurzkettigen Fettsauren im Kot festgehalten werden. Aufgrund der hohen Abbaurate des
Mykotoxins im Pansen, hat sich die Hypothese Uber keine negativen Auswirkungen bestatigt.
Interessant ware es, die Wirkung von OTA bei unterschiedlicher Futterung zu untersuchen,
welche Auswirkungen auf die Protozoendichte des Pansens haben kénnte. Weiters ware es
wissenswert, mehr Uber die Wechselwirkung anderer Mykotoxine mit OTA zu erfahren, denn
diese kdnnten beispielsweise eine Verstarkung negativer Effekte von OTA auch bei niedriger
Dosierung hervorrufen. Bei diesem Versuch handelte es sich um eine akute Exposition mit
OTA Uber sieben Tage, wobei es selten zu akuten Intoxikationen kommt, da hohe Dosen unter
Praxisbedingungen im Futter kaum vorkommen. Jedoch kdnnten chronische Belastungen
auch bei geringen Mengen OTA schadliche Auswirkungen auf die Tiergesundheit haben (37),
weshalb weitere Untersuchungen mit langeren Verabreichungszeitraumen sinnvoll waren, um

die Toleranzmenge der Kiihe gegenliber OTA feststellen zu kénnen.
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