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Einleitung

1 Einleitung

Durch die zunehmende Globalisierung ist es auch fur Tierzuchtunternehmen in den
letzten Jahren immer wichtiger geworden, trotz enger Gewinnspannen eine positive
Wirtschaftsbilanz zu erzielen und so im internationalen Wettbewerb zu bestehen. Um
einen Vorsprung gegenuber der Konkurrenz auf dem Markt zu erreichen, ist es ent-
scheidend, neue Mdglichkeiten zur frihzeitigen Vorhersage der Fertilitatsleistung von
Besamungsebern zu entwickeln. Je friher im Leben eines Ebers Aussagen Uber die
zukunftige Spermaqualitat getroffen werden koénnen, desto effizienter stellt sich der
Selektionsprozess innerhalb der Zuchtleistungsprifung eines Unternehmens dar.

Der einzelne Zuchteber beeinflusst die Produktivitat der Sauenherde malfigeblich. Die
folgenden Zahlen sollen verdeutlichen, welche Auswirkungen Einzeltiere auf den der-
zeitigen zuchterischen Prozess haben. So werden in den zehn grof3ten Schweine-
fleisch produzierenden Landern (mit Ausnahme von China) zwischen 90 und 100%
der Sauen kunstlich besamt (WABERSKI et al. 2019). Ein Piétrain-Eber produziert in
einer deutschen Eberstation wochentlich 30 bis 50 und jahrlich 1.500 bis 2.500 Besa-
mungsportionen. Bei einer Nutzung von 2,1 Tuben pro rauschiger Sau erzeugt ein
Eber so rund 10.000 abgesetzte Ferkel pro Jahr. Die durchschnittliche Nutzungsdauer
eines Ebers liegt, eine Remontierungsrate von 65% zugrunde legend, bei 15 Monaten
(Pig Improvement Company (P1C), nicht veroffentlicht). Einer sorgfaltigen Auswahl und
Prufung der Zuchteber scheint folglich eine gro3e Bedeutung zuzukommen.

Die Eignung eines Ebers zur kunstlichen Besamung (KB) beinhaltet nicht nur ein gutes
Fortpflanzungsvermdgen und die, an die Verbraucherwinsche adaptierte, Vererbung
eines hohen Muskelansatzes mit geringem Fettanteil an die Nachkommen.
Tierzuchtunternehmen beziehen innerhalb der Aufzucht zusatzlich eine Abstam-
mungsprufung (genomische Selektion) in die Selektionsentscheidung mit ein. Geno-
mische Zuchtwerte werden beispielsweise fur den Ebergeruch erhoben (Androstenon-
und Skatolgehalt des Schlachtkorpers; PIC Newsletter 17, Oktober 2012). In der Auf-
zucht sind das Korpergewicht, die Riuckenmuskel- und Ruckenspeckdicke und die Er-
gebnisse einer Beurteilung des Fundaments sowie der auleren Genitalien an definier-
ten Testtagen ausschlaggebend. Der Aufzucht nachgelagert werden in Besamungs-
eberstationen die spermatologischen Untersuchungen, die Beurteilung des Gesund-
heitsstatus des Ebers sowie eine Wurfbonitierung in den weiterfuhrenden Selektions-
prozess einbezogen. Unter Bertcksichtigung dieser umfangreichen Prifungen fehlen
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derzeit eine detaillierte Darstellung und Beurteilung des testikularen Parenchyms als
Ort der Spermienbildung und -reifung im Selektionsprozess.

Die Pubertat der Jungeber beginnt bereits mit 100 Lebenstagen (LT) (WICKE 1991).
Die Zuchtreife wird mit 7 bis 8 Monaten erreicht (WEITZE 2001). Wahrend der puber-
taren Entwicklung wird die grofdte Hodenvolumenzunahme zwischen 100 und 180 Ta-
gen (days, d) erwartet (WICKE 1991). Die pubertare Dynamik kann mittels verschie-
dener Methoden quantitativ und qualitativ erfasst werden. Nach aktuellen Erkenntnis-
sen gilt die B-mode Sonographie als nicht-invasive und praxistaugliche Technik zur
detaillierten Betrachtung der Makrostruktur eines Organs in der Human- und Veteri-
narmedizin. Um die Mikrostruktur des untersuchten Gewebes in vivo zu beurteilen, hat
sich in den letzten Jahren die computergestutzte Graustufenanalyse (GSA) als vielsei-
tiges neues Instrument erwiesen (KAUFFOLD et al. 2011; REIR 2013; AFSARLAR et
al. 2019). Die GSA bietet verschiedene Messgrofien als Indikatoren fur die Quantitat
und Qualitat (Grau-Farbung) der Pixel in einer Messregion. Studien zeigen den Nutzen
der GSA zur Bestimmung der aktuellen Spermaqualitat beim Raden (MOXON et al.
2015) sowie zur Vorhersage der zukunftigen Spermaqualitdt bei Schafbdcken
(AHMADI et al. 2012).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine neue Methode zur Prognose der Zucht-
tauglichkeit von Besamungsebern in der Aufzucht zu entwickeln. Dazu werden mor-
phologische Veranderungen der Hoden und die mikrostrukturelle Hodenentwicklung
von 1.653 Piétrain-Ebern (Linie 408, PIC) am 100. sowie nach der Selektion am 170.
LT charakterisiert und diese Ergebnisse mit der Qualitat der ersten, in zeitlichem Zu-
sammenhang gewonnenen Spermaproben und der jeweiligen Spermiengesamtzahl in
Beziehung gesetzt. In der vorliegenden Studie sollen die B-mode Sonographie zur
Kalkulation des Hodenvolumens sowie die computergestutzte Graustufenanalyse zur
detaillierten Untersuchung des Hodengewebes dem Gewinn von Erkenntnissen Uber
die Dynamik der testikularen Gewebeentwicklung dienen. Zur Gruppierung der Eig-
nung der Eber fur die KB wird eine Bewertungszahl auf Grundlage der untersuchten
Ejakulatqualitdt angewandt. Das Langzeitziel dieser Studie ist es, durch eine hohe
Standardisierung des sonographischen und graustufenanalytischen Ablaufs sowie die
Einbindung neuester Verfahren die Selektion von Besamungsebern zu verbessern.
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2 Literaturubersicht

2.1 Anatomie und Physiologie der perinatalen und pubertaren
Hodenentwicklung des Ebers

Der Hodenabstieg erfolgt beim mannlichen Ferkel intrauterin und ist zum Zeitpunkt der
Geburt abgeschlossen (SCHNORR u. KRESSIN 2006). Ein uni- oder bilateral in der
Bauchhohle oder dem Leistenspalt verbleibender Hoden wird beim Eber als ,Binnen-
hodigkeit® (Kryptorchismus) bezeichnet und stellt einen der haufigsten angeborenen
Defekte beim Schwein dar (SEVILLANO et al. 2015). Die Position der Hoden in der
Regio perinealis ist spezifisch fur den Eber. JOHNSON et al. (1970) beschreiben die
peripartalen Lageveranderungen des porcinen Hodens. Diese Autoren finden heraus,
dass der pranatal ins Scrotum ziehende Processus vaginalis fur die primare Fixation
des Hodens in der perinealen Position verantwortlich ist. Wahrend des erstmaligen
Aufstehens des mannlichen Ferkels bleibt der Hoden Uber den Nebenhodenschwanz
am Gubernaculum testis fixiert und der Nebenhodenkopf schwingt der Schwerkraft fol-
gend nach ventral. Das Hodenleitband stellt somit die Verbindung zwischen Hodenpol,
Nebenhodenschwanz und Tunica vaginalis dar. Die korpernahe Lage des porcinen
Hodens erfordert im Weiteren einen effektiven Kihimechanismus fur eine erfolgreiche
Spermatogenese. Den auf die perinatalen Veranderungen folgenden nachsten wichti-
gen Schritt in der Reifung des Hodens stellt die Pubertat dar (JOHNSON et al. 1970).

Die Pubertat ist biologisch gesehen ein Entwicklungsstadium, innerhalb dessen die
Reifung des Reproduktionssystems ein Individuum erstmalig dazu befahigt, sich fort-
zupflanzen. Dieser Reifungsprozess umfasst das Wachstum des Korpers sowie die
Differenzierung der primaren und sekundaren Geschlechtsorgane (PINYERD u. ZIPF
2005). Das pubertare Eintrittsalter sowie der Zeitraum bis zum Erreichen der Repro-
duktionsfahigkeit werden bei Sdugern durch das Zusammenspiel einer Vielzahl von
Faktoren bestimmt. Bereits das Geburtsgewicht eines Ebers scheint einen signifikan-
ten Einfluss auf die somatische Entwicklung und Auspragung der sekundaren Ge-
schlechtsmerkmale auszuuben. Im Vergleich von Wurfgeschwistern mit geringem und
hohem Geburtsgewicht zeigen Ferkel mit geringem Geburtsgewicht eine geringere so-
matische und testikulare Gewichtszunahme bis hin zum achten Lebensmonat (AULER
et al. 2017). Fur Eber der Rassen Duroc und Meishan kann beispielhaft belegt werden,
dass es rassespezifische Unterschiede in der Sexualentwicklung gibt, die auf geneti-
sche Variationen zurtckzufuhren sind (DING et al. 2016). Das Geburtsgewicht unter-
liegt ebenfalls solchen rassebedingten Einflissen. In der weiteren Entwicklung der
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Eber lassen sich diese genetischen Unterschiede Uber die somatischen und testikula-
ren Wachstumsraten nachvollziehen (FORD u. WISE 2009).

In der Literatur werden speziesubergreifend verschiedene Variablen als Indikatoren fur
den Beginn der Pubertat diskutiert. KNOX (2003) definiert flr den Eber die Beendigung
des ersten Spermatogenesezyklus mit etwa 5 Lebensmonaten als pubertaren Start-
punkt. Auf zellularer Ebene ist der Anteil der Tubuli seminiferi am Gesamthoden zu
diesem Zeitpunkt am hdchsten und erreicht danach ein Plateau (FORD u. WISE 2011).
Zwischen 4 und 5 Monaten bilden die Tubuli seminiferi des germinativen Gewebes
Lumina aus, in denen im funften Lebensmonat des Ebers Spermatiden nachgewiesen
werden kénnen (AT-TARAS et al. 2006; CAIRES et al. 2008). Die grofte Proliferation
der Sertolizellen findet bereits in der spaten pranatalen und frihen postnatalen Periode
statt (LUNSTRA et al. 2003). Eine biphasische Dynamik mit einer zweiten Wachstums-
periode der Sertolizellen vor Beginn der Pubertat kann beispielsweise beim Piau-Eber
im Alter von 3 bis 4 Monaten beobachtet werden (FRANCA u. CARDOSO 1998). Einen
sekundaren Wachstumsabschnitt der Sertolizellen vermerken auch AT-TARAS und
Kollegen (2006) rasselbergreifend bei Ebern. In gleicher Weise zeigen die Leydigzel-
len beim Eber eine Proliferation in zwei Phasen (VAN STRAATEN u. WENSING 1978).
Der Vergleich der von beiden Forschungsgruppen postulierten Wachstumsperioden
der Sertoli- und Leydigzellen zeigt eine zeitliche Synchronizitat. Die Blut-Hoden-
schranke wird beim Eber wahrend des 4. Lebensmonats ausgepragt (FORD u. WISE
2009). Das Keimgewebe hat bei Ebern mit 5 Lebensmonaten seine maximale Auspra-
gung erreicht.

BRITO et al. (2012) nutzen fur Bullen spermatologische Parameter (Spermienkonzent-
ration = 50 x 106 Spermatozoen / ml und Mindestmotilitat = 10%) zur Festsetzung des
Pubertatsbeginns. Diese Grenzwerte gehen auf eine bovine Studie von WOLF und
Kollegen (1965) zuruck.

Die zellularen Veranderungen im Keimgewebe spiegeln sich dul3erlich sichtbar in der
Entwicklung des Hodengewichtes und -volumens wider. Das Hodengewicht eines
Ebers wird wahrend der Pubertat grofler (AT-TARAS et al. 2006; FORD u. WISE
2011). Rasseabhangig kann erwartet werden, dass das Gewicht eines Hodens von
15 £ 35 g im Alter von 2 Monaten auf 664 + 35 g im achten Lebensmonat zunimmt
(AT-TARAS et al. 2006). Zeitgleich steigt das Hodenvolumen signifikant an, beispiels-
weise beim Edelschwein von 69 ml am 100. LT auf ein testikulares Volumen von 467
ml am 180. LT (WICKE 1991).
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Endokrinologisch kann eine Variation des hormonellen Sekretionsmusters ein weiterer
Anhaltspunkt fir die Induktion von Reifungsprozessen innerhalb der Pubertat sein. Bei
90 d alten Kreuzungsebern fallt die Konzentration des Anti-Muller-Hormons (AMH) ab
und es erfolgt eine synchrone Expansion der Tubuli seminiferi. Ableitend aus diesen
Beobachtungen kann AMH beim Eber als Marker fur die Sertolizell-Differenzierung ge-
nutzt und folglich der Beginn der Pubertat rasseabhangig auf den 70. bis 112. LT fest-
gelegt werden (FORD u. WISE 2009). In diesem Zeitraum ist der AMH-Spiegel im tes-
tikularen Gewebe nahezu bei null angelangt. Ausgelost wird die Pubertat auf endokri-
ner Ebene durch eine Zunahme der Produktion des Gonadotropin-Releasing-Hormons
(GnRH) durch den Hypothalamus (AURICH u. TOPFER-PETERSEN 2000). GnRH
wirkt auf die Hypophyse und induziert dort die Sekretion des Follikel-stimulierenden
Hormons (FSH) und des Luteinisierenden Hormons (LH), die vor allem das Groen-
wachstum und die Differenzierung der Hoden férdern. Steigendes LH fuhrt beim mann-
lichen Individuum zu einer vermehrten Testosteronproduktion und ein Anstieg von FSH
zu einer Induktion der Spermatogenese (AURICH u. TOPFER-PETERSEN 2000). Der
negative Feedback-Mechanismus in der Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse
weist beim Eber eine Besonderheit gegenuber anderen mannlichen Saugetieren auf.
Endogene Ostrogene scheinen im Gegensatz zu Inhibin und Testosteron keine regu-
latorische Funktion auf die Gonadotropine FSH und LH auszutben (AT-TARAS et al.
2006).

Die Reifung somatischer Zellen und die Differenzierung des germinativen Gewebes
fUhren in ihrer Gesamtheit zur Bildung erster Spermatozoen. Das LH-Sekretionsmus-
ter, die Blut-Testosteronwerte und die somatische Wachstumsintensitat zeigen bereits
ab dem 100. LT signifikante Anstiege (WICKE 1991). Die endokrinen Sekretionsmus-
ter verandern sich laut WICKE (1991) sowie FORD und WISE (2009) signifikant friher,
als die ersten elongierten Spermien nachweisbar sind. Der Nachweis dieses Zelltyps
als Produkt einer erfolgreichen Spermatogenese gelingt beim Eber ab dem 160. LT
(CAIRES et al. 2008). In der Pubertat werden aufgrund steigender Testosteronspiegel
die sekundaren Geschlechtsmerkmale, die Libido und das eberspezifische Sexualver-
halten ausgepragt. Dieses umfasst die Kontaktaufnahme mit der Sau, das Sprung-
sowie das Kopulationsverhalten (LEVIS et al. 1997).

In der Literatur werden Futterung und Haltung als weitere wichtige Einflussfaktoren auf
den Beginn und Verlauf der Pubertat bei Saugetieren diskutiert. Fur Sauen ist bekannt,
dass ein definierter Korperfettanteil, einer Ruckenspeckdicke von 18 mm bei der ers-
ten Belegung entsprechend, fur einen hohen Leptinspiegel im Blut sorgen kann
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(KLINGLER et al. 2011). Leptin induziert die Ausschittung von GnRH und damit die
Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse (SCHULZ u. SCHNURRBUSCH 2014).
Bei pubertaren Ebern ist nach Stand der Recherche ein solcher Zusammenhang bis-
her nicht untersucht worden. Bei adulten Ebern scheinen sich eine Futterrestriktion
(= 1,4-facher Erhalt) sowie ein geringer Proteingehalt in der Ration (< 13%) negativ auf
die Libido des Ebers sowie die Spermienkonzentration im Ejakulat auszuwirken. Eine
zusatzliche Futterung von ungesattigten Fettsauren, Selen, Vitamin E und L-Carnitin
kann sich positiv auf die Spermaqualitat (Spermienmorphologie und -motilitat) auswir-
ken, da der Einfluss von oxidativem Stress auf die Spermien vermindert wird
(RODRIGUEZ et al. 2017).

Der Zeitpunkt des ersten Ostrus scheint bei Sauen unter einem ad libitum Fitterungs-
regime weder durch die Energiekonzentration (metabolische Energie) des Futters
noch durch die Lysin-Aufnahme beeinflusst zu werden (CALDERON DIAZ et al. 2015).
Bei einer rationierten Futterung beobachtet die Forschungsgruppe um XU (2016) bei
Schweinen zudem keinen Einfluss einer maternalen fettreichen Futterung (12% Fett)
auf die ovarielle Entwicklung der Jungsauen zwischen Fetalperiode (55. Trachtigkeits-
tag) und sexueller Reifung (160. LT). Jedoch kann es zu einer negativen Beeinflussung
der Integritat der Ovarien weiblicher Nachkommen durch eine fettreiche Futterung der
Muttersau kommen. Ovarielle Schaden konnen vor allem auf erhdhten oxidativen
Stress (verringerte Aktivitat antioxidativ wirkender Enzyme) und beschleunigte
Apoptose zuruckgefuhrt werden (XU et al. 2016). Inwieweit sich nutritive und mater-
nale Einflusse auf die gonadale Entwicklung von Jungebern in der sexuellen Reifungs-
phase Ubertragen lassen, ist in der Literatur bisher nicht untersucht.

Beim Menschen kann eine geringe Qualitat der Nahrung den Eintritt in die Pubertat
beschleunigen. CHENG und Kollegen (2009) definieren eine minderwertige Nahrungs-
zusammensetzung auf Grundlage der Ernahrungsqualitatsindizes (Nutritional Quality
Indices, Yale-Griffin Prevention Research Center) Uber einen hohen Anteil an Nah-
rungsfetten im Allgemeinen und gesattigten Fetten im Besonderen, sowie einer gerin-
gen Aufnahme von Wasser, Kohlenhydraten, Rohfaser, Vitamin C, Vitamin E, Natrium,
Calcium, Eisen und Folsaure. Der biochemische prapubertare Korperaufbau hat ge-
genuber der prapubertaren Nahrungszusammensetzung beim Menschen keinen Ein-
fluss auf den pubertaren Beginn (CHENG et al. 2009).
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Die Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen Futterung und Epigenetik ist Ge-
genstand speziesUbergreifender Studien. Epigenetische Veranderungen der Desoxy-
ribonukleinsaure (DNA)-Histon-Struktur finden bereits in der Embryonalentwicklung
von Mausen statt. Sie fuhren zu einer Veranderung der Aktivitat von Genen, die fur die
Primordialkeimzellen kodieren (HAJKOVA et al. 2002; SEKI et al. 2005). Die genom-
weite Demethylierung der DNA ist bei mannlichen Schweineembryonen ein entschei-
dender Schutzmechanismus fur die Primordialkeimzellen und beeinflusst deren
Migration zum Genitalkamm (HYLDIG et al. 2011). Die Abspaltung von Methylgruppen
soll dem Schutz vor der Vererbung epigenetischer Mutationen an die Folgegeneration
dienen. Beim Meerschweinchen sorgt eine proteinarme Futterung des Vatertieres fur
ein modifiziertes Methylierungsmuster der DNA-Histon-Komplexe innerhalb somati-
scher und germinativer Zellen des Hodens prapubertarer mannlicher Nachkommen
(F1) (WEYRICH et al. 2018). Ob sich die Spermaquantitat und -qualitat der F1-Gene-
ration unter der proteinarmen Futterung des Vatertieres verschlechtert und ob sich
diese Beobachtungen auf das Schwein Ubertragen lassen, bedarf weiterer Forschung.

In der Tierhaltung kann ein kunstliches Lichtregime die Pubertat von Ebern verzégern.
Die sexuelle Reife tritt unter einer naturlichen Photoperiodik friher ein als unter einem
kinstlichen Lichtregime (ANDERSSON et al. 1998). Der Anstieg der Sexualhormone
Testosteron und Ostronsulfat im Plasma sowie die Zunahme des relativen Gewichtes
der Reproduktionsorgane konnen als Indikatoren fur die Maturitat der Eber dienen
(ANDERSSON et al. 1998). Eine verringerte Tageslichtlange, dem europaischen
Herbst entsprechend, hat einen positiven Einfluss auf die Hodenaktivitat von Besa-
mungsebern (WEILER et al. 1996). Auch die Entwicklung des Korpergewichtes scheint
saisonalen Schwankungen zu unterliegen (FORD u. WISE 2011).

Mogliche weitere Auswirkungen des Haltungssystems wahrend der Aufzucht von Jun-
gebern auf Beginn und Verlauf der Pubertat sind in der Literatur nach aktueller Re-
cherche nicht beschrieben. Fur Sauen sind einige Faktoren, die die Reproduktion be-
einflussen, untersucht worden. Zu nennen sind unter anderem die Gruppenhaltung,
unterschiedliche Stallsysteme sowie Auswirkungen von Licht und Stalltemperatur
(KEMP u. SOEDE 2012; CANADAY et al. 2013; HEMSWORTH et al. 2013). In
Deutschland regelt die Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung in §26 und §29 die Hal-
tungsbedingungen fur Zuchtlaufer beider Geschlechter und fur Eber ab 24 Lebensmo-
naten. Geregelt werden der Platzbedarf, die Gruppenhaltung, die Mindestbeleuch-
tungsdauer sowie der Zugang zu Wasser und Beschaftigungsmaterial.
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Nach der erfolgreichen Etablierung der Spermatogenese betragt die Dauer eines Zyk-
lus bei Ebern der Landrassen 40 d (FRANCA u. CARDOSO 1998). Die erste vollstan-
dige Entwicklung von befruchtungsfahigen Spermatozoen bedeutet jedoch nicht den
Endpunkt der Pubertat. Besonders im Bereich der Hoden finden weitere Veranderun-
gen statt. Die Arbeitsgruppe von CARTEE (1986) findet signifikante Unterschiede in
der testikularen Entwicklung 9 und 15 Monate alter Eber. Die Flache des Tubuli-semi-
niferi-Epithels vergroRert sich. Gleichzeitig nimmt die Starke der Tunica albuginea zu.
In der Konsequenz steigen Hoden- und Nebenhodendurchmesser sowie die testiku-
lare Lange an (CARTEE et al. 1986). Das Hodenwachstum scheint insgesamt nicht
symmetrisch zu verlaufen. Eber weisen ab 240 LT haufig asymmetrische Hoden auf,
wobei der linke Hoden in diesem Alter meist groRer ist als der rechte Hoden (CLARK
et al. 2003).

Der individuelle Grad der Auspragung somatischer und geschlechtsspezifischer Merk-
male eines Ebers kann die potentielle Spermaquantitat und -qualitat beeinflussen. Dies
spiegelt sich in der Graustufenanalyse des Hodens wider. Im Folgenden soll ein kurzer
Uberblick iber ebereigene Einflussfaktoren gegeben werden.

Einer Studie von AULER et al. (2017) zufolge hat bereits das Geburtsgewicht eines
Ebers signifikanten Einfluss auf die Entwicklung von Korpergewicht sowie Hodenvolu-
men wahrend der Pubertat. Diese Entwicklung lasst sich in der postpubertaren Sper-
miengesamtzahl innerhalb des Ejakulates nachvollziehen. Eine aus einem geringen
Geburtsgewicht resultierende Entwicklungsverzdgerung zeigt sich in reduzierten Sper-
mienkonzentrationen und Ejakulatvolumina (AULER et al. 2017). Die Forschungs-
gruppe um CARTEE (1986) findet in einer alteren Studie an 14 Ebern keine signifikan-
ten Zusammenhange zwischen morphometrischen Daten des scrotalen Inhaltes und
der Spermaanalyse eines Untersuchungstages. Die Autoren evaluieren den Hoden-
und Nebenhodendurchmesser, die testikulare Lange, die Flache der Tubuli seminiferi
sowie die Starke der Tunica albuginea (CARTEE et al. 1986).

Der Genotyp beeinflusst laut einer aktuellen Studie der Arbeitsgruppe von RESENDE
(2019) das Erreichen der Zuchtreife und die Spermienmorphologie postpubertarer
Eber. Die Spermienkinetik im nativen Ejakulat unterliegt keinen genetischen Einflus-
sen (RESENDE et al. 2019). SAVIC et al. (2013) weisen in einer alteren Studie gegen-
satzlich zu den beschriebenen Ergebnissen der Forschungsgruppe von RESENDE ei-
nen signifikanten Zusammenhang von Rasse und progressiver Motilitat der Spermien
nach. Spermatozoen von Kreuzungsebern (Piétrain x Duroc) zeigen unabhangig von
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der Jahreszeit eine héhere Motilitédt als Spermien reinrassiger Eber (SAVIC et al.
2013). Auch das Hodengewicht unterliegt einer Rasseabhangigkeit. Die Arbeitsgruppe
von OKWUN (1996) bringt das testikulare Gewicht rasseabhangig in eine positive Kor-
relation (jeweils r = 0,9; P < 0,01) mit der Anzahl der Sertolizellen und Spermatogonien
sowie mit der taglichen Spermienproduktionskapazitat des Ebers. Rasseunterschiede
notieren SERNIENE et al. (2002) im Weiteren bei den Parametern Spermienmotilitat
und -viabilitat, dem Anteil morphologisch normaler Spermien sowie in Bezug auf die
Hitzetoleranz der Eber.

Neben der Rasse spiegelt sich auch das Alter des Ebers in dem von ihm produzierten
Ejakulat wider. Eber, die junger als 8 Monate sind, zeigen signifikant niedrigere Ejaku-
latvolumina, Spermiengesamtzahlen, sowie einen erhdhten Anteil morphologisch ab-
weichender Spermien im Vergleich zu Ebern mit einem Alter von 8 bis 17 Lebensmo-
naten (P < 0,05, n =4.600) (BUDER 2013). FRASER et al. (2016) untersuchen die
Altersabhangigkeit der Ejakulatquantitat und -qualitat von vier Large White-Ebern. Die
Eber zwischen 8 und 18 Lebensmonaten zeigen die hdchste Spermienkonzentration.
Mit steigendem Alter des Ebers (> 18 Lebensmonate) erhoht sich das Ejakulatvolumen
gegenuber den vorherigen Untersuchungszeitpunkten (FRASER et al. 2016). Die
Spermienmotilitat unterliegt laut SERNIENE und Mitabeitern (2002) keinem Altersein-
fluss.

Der folgende Abschnitt dient einem speziestbergreifenden Einblick in spezifische Pa-
thologien des Hodens, Nebenhodens, der samenableitenden Wege, des Plexus pam-
piniformis sowie der Darstellung von Auswirkungen auf die Spermabildungskapazitat.

2.2 Speziesiibergreifender Uberblick iiber die Spermaquantitit und
-qualitat beeinflussende Pathologien des scrotalen Inhaltes

Pathologische Zustande des Hodens und der ihn umgebenden funktionellen Struktu-
ren sind in der Literatur vorwiegend bei bestehender Sub- oder Infertilitat beschrieben.
Im Rahmen von Fallberichten dokumentieren Forschungsgruppen im Weiteren Neben-
befunde bei der andrologischen Inspektion verschiedener Spezies. GORELICK und
GOLDSTEIN (1993) definieren die Fertilitat eines mannlichen Individuums anhand sei-
ner Fahigkeit, Nachkommen zu zeugen. Diese Autoren beschreiben eine primare In-
fertilitat aus ihrer Definition ableitend als einen pathologischen Zustand, bei dem das
mannliche Individuum trotz sexueller Reife noch nie Nachkommen gezeugt hat. Dem
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gegenulber steht die sekundare Infertilitat, bei der Nachkommen aus der Vergangen-
heit existieren, aber eine akute Unfruchtbarkeit besteht (GORELICK u. GOLDSTEIN
1993). Eine Differenzierung der Impotentia coeundi (Begattungsunfahigkeit) von einer
Impotentia generandi (Befruchtungsunfahigkeit) kann die Eingrenzung der Ursachen
einer Infertilitat erleichtern. Eine Ursache fur den Zustand der Infertilitat kann beispiel-
weise eine Azoospermie, also die Abwesenheit von Spermatozoen im Ejakulat, sein.
AulRerdem kann eine Oligozoospermie zu einer Sub- oder Infertilitat flhren. Der Zu-
stand der Oligozoospermie ist fur Eber, die junger als 9 Monate alt sind, definiert Gber
die Spermienkonzentration im Nativejakulat (< 0,150 x 106 / ul; Richtlinie des Bundes-
verbandes Rind und Schwein e.V.). Infektiose Geschehen als Ausldser solcher Sto-
rungen betreffen meist sowohl den Hoden als auch angrenzende Strukturen. Im Fol-
genden werden aktuelle Erkenntnisse aus der Literatur bezuglich pathologischer Zu-
stande der scrotalen Gewebe speziesubergreifend erlautert, da die Datenlage fur die
Spezies Schwein flur eine umfassende Darstellung nicht ausreicht. Es soll zuerst auf
die Azoospermie als mogliche Ursache einer Infertilitdt eingegangen werden. Im An-
schluss werden Ursachen fur eine Subfertilitat dargestellt.

CLEMENTS et al. (2010) beschreiben den Fall eines 8 Monate alten Ebers mit einer
obstruktiv bedingten Azoospermie durch multiple Spermagranulome im Parenchym
beider Hoden. Eine porcine Azoospermie ist rasseabhangig bei 0,2 bis 1,5% der Tiere
dokumentiert (KOPP et al. 2008). Die haufigsten Ursachen sind ein Spermatogenese-
Arrest im pachytenen Stadium und eine segmentale Aplasie der Wolff'schen Gange.

Die Arbeitsgruppe von ABDULWAHED (2013) unterscheidet beim Mann obstruktive
und nicht-obstruktive (funktionale) Ursachen fur eine Azoospermie. Im scrotalen Ultra-
schall werden als nicht-obstruktive Ursachen am haufigsten ein verringertes testikula-
res Volumen (69%) sowie intra- und extratestikulare Varikozelen (45%) beschrieben.
Dem gegenuber treten bei obstruktiv bedingter Azoospermie eine Epididymitis (30%),
eine Gangektasie der Ductuli efferentes (21%) und eine Spermatozele (15%) als hau-
figste Pathologien auf (ABDULWAHED et al. 2013). Weitere Befunde bei Mannern mit
nicht-obstruktiver und obstruktiver Azoospermie sind testikulare Mikrokalzifikationen
(9 bzw. 4%) und eine bilaterale Aplasie der Vasa deferentes (3 bzw. 9%). Bei etwa
14% der Manner mit nicht-obstruktiver Azoospermie und etwa 8% der Manner mit ob-
struktiver Azoospermie konnen im scrotalen Ultraschall keine pathologische Abwei-
chung festgestellt werden (ABDULWAHED et al. 2013). Die Forschungsgruppe von
PAPADIMAS (1996) stellt bei etwa 7% der infertilen Manner eine Azoospermie fest.
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Als genetische Ursache fur eine humane Azoospermie kann das Sertoli cell-only Syn-
drom in Frage kommen (PADUCH et al. 2019). Dieses ist durch die Abwesenheit von
spermatogenen Zellen im testikularen Parenchym und morphologisch kleine Hoden
gekennzeichnet und auch beim Eber beschrieben (LOOSE et al. 2002).

Neben der Infertilitat durch Azoospermie tragt auch eine Subfertilitat zu einer vermin-
derten Wirtschaftlichkeit eines Zuchtebers bei. Unter Betrachtung einer Beispielpopu-
lation vorselektierter Jungeber in einem spermatologischen Referenzlabor erhalten
47% der Jungeber (n = 5.057) zwischen 8 und 14 Monaten die Einstufung ,nicht taug-
lich fur die kunstliche Besamung®“ (SCHULZE et al. 2014). Die unteren Grenzwerte fur
die Qualitat der Ejakulate entsprechen in der genannten Studie dem Qualitatsstandard
des Bundesverbandes Rind und Schwein e.V. (ehemals Zentralverband fir die deut-
sche Schweineproduktion (ZDS)).

Zystische Veranderungen im Hodenparenchym und den samenableitenden Wegen
werden in der Literatur bezuglich ihrer potenziellen Auswirkungen auf die Spermioge-
nese und die Qualitdt des Ejakulates kontrovers diskutiert. WEISS und KAUFER-
WEISS (1999) machen Hindernisse in den samenableitenden Wegen und entzindli-
che Prozesse fur einen Samenstau verantwortlich. Diese kdnnen angeboren sein. Fur
die Nebenhoden von Ebern beschreiben die Autoren Retentionszysten des Nebenho-
denkopfes, die mit Spermien (Spermatozele) oder einer milchigen Flussigkeit (Galak-
tozele) geflllt sind. Diese Zysten entstehen aus dilatierten Ductuli aberrantes, Rudi-
menten der Wolff'schen Gange (WEISS u. KAUFER-WEISS 1999).

Testikulare Zysten sowie eine variierende Echotextur innerhalb des testikularen Pa-
renchyms beim Ruden kann in einer Studie der Arbeitsgruppe von ENGLAND (2017)
nicht mit der zukunftigen Spermaqualitat in Zusammenhang gebracht werden. Jedoch
zeigen infertle Rudden in der Palpation weichere Hoden als Ruden mit
physiologischem Fortpflanzungsvermdgen (DE SOUZA et al. 2015). PAK et al. (1991)
beschreiben einen Bullen mit harter Hodenkonsistenz in Zusammenhang mit schlech-
ter Spermaqualitat. Palpatorische Konsistenzabweichungen der Hoden kénnen den
beschriebenen Studien zufolge eine Assoziation zur Spermaqualitat haben. Aus der
Humanmedizin ist keine Assoziation von epididymalen Zysten mit einer Infertilitat be-
kannt (WEATHERLY et al. 2018). Eine Obstruktion des samenableitenden Gangsys-
tems kann bei langerer Dauer zu einer Verkalkung, Fibrose oder Atrophie der Hoden
fihren (WEISS u. KAUFER-WEISS 1999). Eine Subfertilitdt durch eine epididymale
Zyste scheint also moglich.

11
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In der Humanmedizin sind des Weiteren multiple testikulare Kalzifikationen als klini-
sches Syndrom, die testikulare Mikrolithiasis beschrieben (RENSHAW 1998). Diese
Einlagerungen von Kalziumsalzen in das testikulare Parenchym kénnen ein Grund flr
eine Subfertilitdt des mannlichen Individuums sein. Je nach Zusammensetzung der
Kalzifikationen konnen diese laut RENSHAW (1998) entweder spezifisch bei Keim-
zelltumoren oder in klinisch unauffalligen Hoden auftreten. Bei Keimzelltumoren zei-
gen sich mit Hamatoxylin anfarbbare, amorphe Kérper aus kalzifizierten Zelltrimmern.
In klinisch unauffalligen Hoden sind die Kalzifikationen histologisch als geschichtete
Ablagerungen in den Tubuli seminiferi erkennbar (RENSHAW 1998). MILLER et al.
(2007) beschreiben die testikulare Mikrolithiasis zusammen mit anderen Kalzifikatio-
nen bei Jungen mit einer Pravalenz von 3%. Sie werten alle Formen von Kalzifikatio-
nen als einen Risikofaktor fur testikulare Tumore. In einer Studie von DE GOUVEIA
BRAZAO und Kollegen (2004) zeigen 20% der subfertilen Manner eine testikulare Mik-
rolithiasis. Bei adulten Bullen treten testikulare Kalzifikationen bei rund 15% auf und
werden als degenerativer Prozess eingestuft (SOUSA et al. 2015). Beim Eber ist diese
pathologische Kondition in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Degenerative Prozesse scheinen sich nicht nur in testikularen Kalzifikationen, sondern
auch in einer vermehrten Faserbildung auszudricken. Eine Fibrosierung des Gewe-
bes kann als Ergebnis eines Reparationsprozesses nach einer Gewebeschadigung
verstanden werden (MEURER et al. 2012). Dieser Vorgang geht mit einem Funktions-
verlust des betreffenden Ursprungsgewebes durch das Ersatzgewebe einher. Beim
Eber kann eine physiologische Asymmetrie der Hoden (CLARK et al. 2003) einer pa-
thologischen Atrophie oder Degeneration des testikularen Keimgewebes gegenuber-
gestellt werden (WEISS u. KAUFER-WEISS 1999). NOGUCHI et al. (2013) beschrei-
ben das Auftreten asymmetrischer Hoden in Zusammenhang mit einer porcinen testi-
kularen Fibrose. Eber mit verschieden gro3en Hoden zeigen zudem zu 30% haufiger
Anzeichen von Inflammation und Degeneration des germinativen Gewebes als solche
mit symmetrischen Hoden.

KUBOTA et al. (2001) konnen bei Ratten zeigen, dass das testikulare Gewebe auf den
Insult einer Vasektomie mit einer lokalen interstitiellen Fibrose reagiert. Diese ist eine
Folge der Apoptose von Keimzellen. Ein von Fibrose betroffener Hoden hat zudem ein
signifikant geringeres Gewicht gegenuber dem nicht betroffenen benachbarten Hoden
(KUBOTA et al. 2001).

12
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Eine akute Orchitis oder Epididymo-Orchitis kann als Ursache flr die Entstehung einer
testikularen Atrophie und eine Unterbrechung der Spermatogenese beim Eber in
Frage kommen und bei einseitiger Auspragung zu asymmetrischen Hoden flhren
(NOGUCHI et al. 2013) . Als Infektionserreger einer purulenten Hoden- und Nebenho-
denentziindung kommen laut WEISS und KAUFER-WEISS (1999) Streptokokken-
und Staphylokokken-Subspezies, Escherichia coli sowie Trueperella pyogenes in
Frage. Ferner verursachen Brucellen (Brucella suis) und Mykobakterien beim Eber
eine Epididymo-Orchitis. NOGUCHI und Kollegen (2013) vermuten zusatzlich eine ge-
netische Pradisposition fur das Auftreten der Epididymo-Orchitis des Ebers.

Es gibt umfangreiche Untersuchungen zu den Auswirkungen einer Infektion der Hoden
und Nebenhoden bei der Ratte. Die Forschungsgruppe um KUBOTA (2001) hat die
Aktivitat von Immunzellen sowie einen erhohten intra-testikularen Druck als Ursachen
einer gestorten Spermatogenese identifiziert. Diese Faktoren fihren nachweisbar zu
Schaden an den Tubuli seminiferi. NOGUCHI et al. (2013) stitzen mit ihren Erkennt-
nissen die Beobachtungen der Forschungsgruppe um KUBOTA. Die tiereigene Im-
munantwort, die sich nicht nur gegen das infektiose Agens, sondern auch gegen die
als Antigen eingeordneten Leydigzellen richten kann (Autoimmunreaktion), fuhrt in der
Studie von NOGUCHI und Kollegen (2013) zu einer Zerstérung des germinativen Ge-
webes. Die Sertolizellen sind davon nicht betroffen. Die Folgen einer Entzindung des
Hodens und Nebenhodens konnen irreversibel sein (LUDWIG et al. 2002). Bei einer
einseitigen chronischen Infektion des Nebenhodens besteht die Mdglichkeit, dass es
trotz adaquater Behandlung zu einer Sterilitat oder Subfertilitdat kommt. Diese ist durch
eine subklinische, nichtbakterielle Inflammation des kontralateralen Epididymis mitbe-
dingt. DOBLE et al. (1989) weisen die intra-kanalikulare Ausbreitung von Infektionser-
regern im mannlichen Geschlechtsapparat nach und vermuten, dass auch die Prostata
bei einer akuten Epididymitis betroffen sein kann.

Eine Hydrozele testis als Ansammlung serdser Flussigkeit zwischen Hoden und Ho-
denhdullen ist beim Eber als weitere Pathologie bekannt. In einem Fallbericht beschrei-
ben CASPARI et al. (2012) komplexe porcine Hydrozelen als Ursache fur asymmetri-
sche Hoden bei einem 3,5 Jahre alten Duroc Eber mit nur geringen negativen Folgen
fur die Spermienmorphologie. Ebenfalls bei einem Eber der Rasse Duroc detektiert die
Forschungsgruppe um PINHO (2018) sonographisch eine Hydrozele testis ohne Aus-
wirkungen auf die Spermienmorphologie und -motilitat. Eine Hydrozele testis kann an-
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geboren sein oder durch Entziindungen, Tumore oder Hodentorsionen verursacht wer-
den. Differentialdiagnostisch zur Hydrozele kommen eine inguinale Hernie oder eine
Hématozele testis in Frage (HACKER et al. 2006).

Eine Subfertilitat kann des Weiteren durch eine Varikozele testis verursacht werden.
Diese Dilatation eines oder mehrerer Anteile des Plexus pampiniformis kann durch
eine Behinderung der Blutzirkulation einen schadlichen Einfluss auf die Spermatoge-
nese haben.

KLEVE-FELD (2014) hat palpatorisch und altersabhangig bei bis zu 18% von 228
Jung- (7 bis 13 Monate) und Altebern (= 14 Monate) der Rasse Piétrain Varikozelen
des Plexus pampiniformis detektiert. Die Inzidenz steigt mit dem Alter. Die Varikozelen
befinden sich Uberwiegend beidseitig. GRUHOT et al. (2018) diagnostizieren Variko-
zelen bei Ebern im Alter von 6 Monaten mittels Sonographie und ermitteln unter Nut-
zung zweier Auswertungsmethoden eine Herdenpravalenz von 15 bis 23% mit einer
moderaten Heritabilitat (h? = 0.3) der Varikozele. Eine Varikozele testis kann durch die
vendse Dilatation zu einer insuffizienten Kuhlung des Keimgewebes fuhren.
MALMGREN (1989) belegt bei peripubertaren Ebern den Zusammenhang zwischen
einer in der Pubertat mehrtagig erhohten Hodentemperatur und einer Verzdégerung der
Spermiogenese mit verringerter Spermienmotilitat sowie Normospermie in den ersten
Ejakulaten. Die Veranderungen in der Spermiogenese sind laut MALMGREN nicht
vollstandig reversibel.

ARTEAGA et al. (2005) konnen die negativen Auswirkungen einer erhohten Hoden-
temperatur auf die Spermienmorphologie und -motilitat beim Bullen bestatigen. Sie
zeigen, dass ein negativer Zusammenhang zwischen der Dauer der Temperaturerho-
hung und dem Grad der genannten Abweichungen besteht (ARTEAGA et al. 2005).
Die Forschungsgruppe um NAGLER (1985) beobachtet bei Ratten mit einseitiger
Varikozele testis auch im nicht betroffenen Hoden eine Tendenz zu testikularen Alte-
rationen.

Da es fur den Eber nur wenige Studien gibt, werden im Folgenden Ursachen, Pra-
valenz und Auswirkungen der Varikozele testis auf Grundlage der umfangreichen Da-
tenlage beim Mann beschrieben.

Die Varikozele testis verursacht eine erhdhte scrotale und testikulare Temperatur, da
die Blutflussgeschwindigkeit durch die dilatierte Vene vermindert ist. Pradisponierend
beim Mann ist ein anatomisch bedingter, hoherer hydrostatischer Druck in der linken
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Vena spermatica (SAYPOL 1981). Dieser Zustand flhrt in seiner Konsequenz zu einer
erhohten Druckbelastung des linken Plexus pampiniformis und zu dessen Dilatation.
Beim Schwein existiert diese anatomische Besonderheit nicht. Als weitere Grinde fur
das Entstehen einer humanen Varikozele testis werden eine partielle Obstruktion der
linken Vena renalis zwischen Aorta und Arteria mesenterialis cranialis sowie eine In-
suffizienz der Venenklappen innerhalb der Vena spermatica interna benannt (SAYPOL
1981). Das Auftreten einer Varikozele testis kann des Weiteren in Zusammenhang mit
einer Dysfunktion der Hypothalamus-Hypophysen-Hodenachse stehen. Als Prognose-
faktor zur Vorhersage einer Dysspermie untersuchen GUARINO et al. (2003) den Zu-
sammenhang zwischen asymptomatischer Varikozele testis und dem Blutspiegel von
Testosteron, basalem FSH sowie basalem LH bei Jugendlichen. Basales FSH und LH
sind in der Gruppe mit Pathospermie signifikant erniedrigt. Beide Parameter scheinen
ndtzlich, um Individuen mit erhohtem Risiko fur Infertilitdt zu identifizieren. Der Blut-
Testosteronspiegel eignet sich dem gegenuber weniger, eine Dysspermie bei beste-
hender Varikozele testis vorherzusagen. Die Forschungsgruppe um PASQUALOTTO
(2005) weist einen signifikant hoheren FSH-Spiegel bei Mannern mit Varikozele testis
und gleichzeitiger Infertilitat gegenuber fertilen Mannern mit Varikozele nach. Ein sig-
nifikanter Anstieg des FSH-Spiegel wird bei sekundarer Infertilitdt beobachtet und mit
langfristig vermehrten tubularen Schaden und einer schlechten Prognose fur die Wie-
derherstellung der Fertilitat in Verbindung gebracht (MARKS et al. 1986).

Bei klinisch gesunden Mannern liegt die Pravalenz der Varikozele testis bei 4 bis 30%
(UEHLING 1968; THOMASON u. FARISS 1979; SAYPOL 1981). Mit 78 bis 93 pro-
zentiger Auspragung im linken Hoden scheint es eine Seitenpraferenz fur die Auspra-
gung der humanen Varikozele zu geben (SAYPOL 1981). Die Entwicklung einer Vari-
kozele testis weist altersspezifische Haufungen auf. @STER (1971) schlussfolgerte
aus der Abwesenheit der Varikozele testis bei Jungen zwischen 6 und 9 Jahren und
der steigenden Pravalenz bei Jungen zwischen 10 und 14 Jahren (16%), dass die
Varikozele testis erstmalig in der Pubertat auftritt. Betroffene Jungen waren im Schnitt
groRer und in der Pubertat fortgeschrittener als ihre Altersgenossen. Inwieweit sich
diese Beobachtungen auf den Eber Ubertragen lassen, ist bisher nicht untersucht wor-
den.

Die Folge der vendsen Dilatation ist eine insuffiziente Kuhlung des Keimgewebes
(HARRISON et al. 1986; HSIUNG et al. 1991). Bei einer gleichseitigen Varikozele tes-
tis konnen strukturelle Veranderungen der adluminalen Sertolizellen nachgewiesen
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werden (CAMERON et al. 1980). In deren Folge treten, vermutlich durch die Malnutri-
tion der Spermatozoen und eine Anreicherung toxischer Metaboliten bedingt, eine
Malorientierung der Spermien, eine Dysmorphogenesie sowie die Freisetzung unreifer
Spermatiden in angrenzende Tubuli seminiferi auf. Eine Varikozele testis kann direkten
und langandauernden Einfluss auf die Spermatozoen haben. CHEHVAL und
PURCELL (1992) kdénnen zeigen, dass eine Varikozele nach initialer Normospermie
zu einer hochsignifikanten Abnahme der Spermienkonzentration und -motilitdt beim
Mann innerhalb von 44 + 28 Monaten flihren kann.

In der Literatur finden sich abweichende Angaben beziglich des Zusammenhanges
zwischen Hodenvolumen, Fertilitat sowie einer Varikozele testis. Eine Volumenverrin-
gerung des betroffenen Hodens bei infertilen Mannern detektieren PASQUALOTTO et
al. (2005). Im Gegensatz dazu finden GUARINO und Kollegen (2003) keinen Zusam-
menhang zwischen dem Hodenvolumen und einer testikularen Dysfunktion bei beste-
hender Varikozele. Nicht jede Varikozele testis scheint also zwangslaufig mit einer ge-
storten Fertilitat des mannlichen Individuums einherzugehen. Bisher ist kein signifikan-
ter Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Varikozele testis beim Mann und
der Anzahl an Nachkommen des jeweiligen Paares gefunden worden (UEHLING
1968). DE CASTRO und MASTROROCCO (1984) bestatigen diese Beobachtung
durch eine eigene Studie. Bei Mannern mit klinisch diagnostizierter Varikozele testis
und bewiesener Fertilitat finden sich keine von der Norm abweichenden spermatologi-
schen Befunde betreffend Spermiengesamtzahl, Spermienmorphologie und -motilitat
(DE CASTRO u. MASTROROCCO 1984).

In einer alteren Studie von HARRISON und Kollegen (1986) vollziehen die Autoren bei
Primaten im Gegensatz zu den Erkenntnissen beim Mann degenerative Langzeitscha-
den des Keimgewebes aufgrund einer Varikozele testis nach. Diese Ergebnisse lassen
die Schlussfolgerung zu, dass noch 2 Jahre nach erfolgreicher Varikozelektomie eine
Dysmorphogenesie der Spermatozoen beim Primaten bestehen bleibt. Die Hoden ge-
sunder Tiere sind zudem signifikant groRer als jene von Primaten mit Varikozele testis.
Inwieweit sich die Erkenntnisse beim Mann und Primaten auf den Eber Ubertragen
lassen, ist in der Literatur nicht beschrieben.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass Erkrankungen des Hodens und der ihn um-
gebenden funktionellen Gewebe laut aktuellem Stand der Forschung eine irreversible
Schadigung des spermatogenen Gewebes verursachen kdnnen. Die Arbeitsgruppe
von MAZEIKA (2012) zeigt bei adulten Ebern (35 £ 10 Monate) einen Zusammenhang
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zwischen histomorphologischen Lasionen des testikularen Parenchyms und Spermi-
enmorphologie sowie -motilitdt zum selben Zeitpunkt. Schwerwiegende Degeneratio-
nen korrelieren in der Studie negativ mit dem Prozentsatz motiler Spermien, der An-
zahl an morphologisch normalen Spermien im Ejakulat sowie positiv mit der Anzahl an
Spermien mit deformierten Schwanzen. Degeneration und Atrophie der Hoden kom-
men im Allgemeinen bei Saugetieren haufig vor (WEISS u. KAUFER-WEISS 1999).
Ein Grund kann eine besondere Sensibilitat des germinativen Gewebes flur Stoffwech-
selstérungen sein.

Bei Jungebern ist die pubertare Dynamik der Hoden- und Nebenhodenentwicklung
bisher nicht sonographisch an einer gro3en Stichprobe untersucht worden. In den fol-
genden zwei Kapiteln sollen die Erkenntnisse aus der Literatur zum Nutzen der
brightness mode (B-mode) Sonographie in Erganzung mit der computergestutzten
Graustufenanalyse zur Detektion physiologischer und pathologischer Veranderungen
der Hoden und Nebenhoden dargestellt werden.

2.3 Einsatz der B-mode Sonographie und spezifische Herausforderungen
in der andrologischen Diagnostik

Die Nutzung der B-mode Sonographie hat die tiermedizinische Diagnostik revolutio-
niert. So ist beispielsweise beim weiblichen Rind das Reifen der Follikel in wellenfor-
migen Verlaufen erstmals mittels B-Bildern dargestellt worden (PIERSON u. GINTHER
1987; KNOPF et al. 1989). Die Sonographie ist laut AZHARI (2010) mit Ausnahme der
Nutzung von sehr hohen Frequenzen zur Tumorbehandlung und Lithotripsie eine si-
chere und nicht-invasive medizinische Untersuchungsmethode. Sie ermdglicht eine
Darstellung in Echtzeit durch die hohe Geschwindigkeit der akustischen Wellen (1.540
m / s) sowie die in der Medizin relativ geringen bendtigten Eindringtiefen (0,1 bis 25
cm) (AZHARI 2010).

Die Eigenschaften der biochemischen Bausteine eines Gewebes (Struktur, Elastizitat
und Dichte) sowie der Ultraschallwelle (Frequenz und Hohe der Amplitude) interagie-
ren mafdgeblich und bestimmen zusammen die charakteristische sonographische Tex-
tur eines Mediums (SEHGAL 1993; AZHARI 2010). An den Grenzflachen zwischen
verschiedenen Gewebeanteilen und -schichten mit differierender akustischer Impe-
danz werden die Schallwellen absorbiert, reflektiert oder gestreut (RANTANEN u.
EWING 1981; AZHARI 2010). Gestreute Ultraschallwellen, die den Schallkopf auf Um-
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wegen erreichen, stéren das Bildsignal und werden als Artefakt, das sogenannte ,Rau-
schen®, klassifiziert. Die Streuung der Ultraschallwellen verlauft in nichtlinearer Abhan-
gigkeit zu den Konzentrationen der biochemischen Bausteine eines Gewebes
(SEHGAL 1993), dessen Hauptkomponenten Wasser, Fett und kollagene Fasern sind.
Luft als Gasgemisch verhindert eine Ubertragung (RANTANEN u. EWING 1981). Hart-
gewebe wie Knochen und Zahne reflektieren und verstarken akustische Wellen stark
und sind durch diese Eigenschaft der sonographischen Examination nur sehr be-
schrankt zuganglich (AZHARI 2010).

Der physiologische Hoden hat ein charakteristisches sonographisches Erscheinungs-
bild, welches sich aus der spezifischen Gewebekomposition ergibt (Abbildung 1).

Abbildung 1: Sonographischer Querschnitt des linken Hodens eines Ebers (100. LT; Linearsonde, Fre-
quenz 12 MHz, Eindringtiefe 4 cm). Darstellung folgender physiologischer Strukturen: scrotale Haut (a),
laterale Tunica albuginea (b), testikulares Parenchym (c), Mediastinum testis (d), mediale Tunica al-
buginea (e), Vorlaufstrecke (f)

Der Erstellung sonographischer Aufnahmen folgt eine Auswertung und Interpretation
der Schnittbilder. Das makroskopische Erscheinungsbild eines Ultraschallbildes wird
zunachst durch die Echotextur beschrieben. Diese ist bestimmt durch den feinstruktu-
rellen Aufbau des Gewebes (SINGH u. ADAMS 2000). Niedrige Schallfrequenzen er-
moglichen laut RANTANEN und EWING (1981) ein tieferes Eindringen der Wellen in
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das Gewebe. Sie fuhren aber auch zu einer verringerten Aufldsung und einer gréberen
Echotextur des dargestellten Organs. Die Echotextur unterliegt also gewebespezifi-
schen, technischen sowie in der Beurteilung auch subjektiven Einflissen.

Das physiologische Bild der Hoden von 10 Large White Yorkshire Ebern stellen
SEEMA et al. (2019) mittels Ultraschall-Schnittbildern dar. Sie charakterisieren das
testikulare Funktionsgewebe als homogen und von grobkdrniger Echotextur. Das Me-
diastinum testis wird als eine zentral gelegene hyperechogene Linie im Langsschnitt
bzw. als ein kreisférmiger Bereich mittig im quer angeschnittenen Hoden beschrieben.

ABDEL-RAZEK und ALI (2005) stellen das physiologische, sonographische Erschei-
nungsbild des ausgereiften bovinen Hodens unter Nutzung eines Linearschallkopfes
und einer Frequenz von 6 bis 8 MHz zunachst im longitudinalen Schnittbild dar. Das
testikulare Parenchym weist laut den Autoren eine moderate Echogenitat auf. Das Me-
diastinum testis durchzieht als hyperechogene, lineare Struktur mittig den Hoden. Das
Cavum vaginale stellt sich als anechogene Linie zwischen parietaler und viszeraler
Schicht der Tunica albuginea dar. Die Hodenhullen werden als hyperechogen be-
schrieben. Im Transversalschnitt zeigt sich das Mediastinum testis als hyperechogener
Punkt mittig im Hoden. Die Cauda epididymidis weist eine verringerte Echogenitat ge-
genuber dem Hodenparenchym auf (ABDEL-RAZEK u. ALI 2005).

Der Nebenhoden ist beim Eber umfassend sonographisch dargestellt und beschrieben
worden (KESSLER 2010). Der Nebenhodenschwanz liegt kegelférmig dem caudal
weisenden Hodenpol auf. Er zeigt sich beim adulten Tier physiologisch als echoarme
Struktur mit einem inhomogenen, stark marmorierten Grundmuster. Die kreisrunden
und anechogenen Areale sind Anschnitte des Ductus epididymidis. Das dazwischen
liegende hyperechogene Gewebe stellt das Interstitium dar. Der Plexus pampiniformis
liegt beim Schwein am ventralen Hodenpol. Dieses Venengeflecht wird beim Bullen
als vorwiegend anechogener Bereich mit vereinzelten hyperechogenen Punkten be-
schrieben (ABDEL-RAZEK u. ALI 2005). Der Nebenhodenkopf liegt am ventralen Pol
des porcinen Hodens lateral dem Plexus pampiniformis an. KESSLER (2010) beurteilt
die Textur des Caput epididymidis beim Eber als fein gemustert, durchzogen von ver-
einzelten hyperechogenen Streifen sowie kleinen, echoarmen Arealen. KAUFFOLD et
al. (2011) beschreiben den Nebenhodenkopf als homogen und von gleichmaliger,
feinkodrniger Echotextur.
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Fur adulte mannliche Tiere liegen folglich Beschreibungen des sonographischen Er-
scheinungsbildes des ausgereiften Hoden- und Nebenhodenparenchyms vor. Der
Zeitraum der Pubertat ist beim Bullen laut der Arbeitsgruppe von ARANVINDAKSHAN
(2000) jedoch durch deutliche Veranderungen in der spezifischen Gewebekomposition
aus Zellen und Flussigkeit im Hoden charakterisiert. Es besteht die naheliegende Ver-
mutung, dass es sich fur die physiologische testikulare Entwicklung des Ebers analog
verhalt. Die Darstellung dieser pubertaren Veranderungen ist in der Literatur fur den
Eber bisher nicht erfolgt.

Die Nutzbarkeit der Sonographie zur Identifikation und Untersuchung pathologischer
Strukturen in Human- und Veterinarmedizin ist in der Literatur hingegen umfassend
untersucht. Bereits RANTANEN und EWING (1981) beschreiben Strukturen mit einer
Wand und einem anechogenen Inhalt und identifizieren diese als flissigkeitsgeflllte
Zysten. Sonographische Artefakte konnen in Form einer Schallverstarkung der schall-
kopffernen Zystenwand und der tiefer im Gewebe liegenden Strukturen auftreten. So-
lide Massen stellen sich mit einem echoreichen Inneren dar. Sie fuhren zu einer ver-
ringerten detaillierten Darstellbarkeit von tiefer liegendem Gewebe (RANTANEN u.
EWING 1981). Die sonographische Untersuchung porciner Hoden ergibt bei 19% von
26 adulten Ebern pathologische Alterationen (PINHO et al. 2018). Es kdnnen milde bis
moderate Hydrozelen, hyperechogene Massen im Hodengewebe, Zysten des Caput
epididymidis sowie Flussigkeitsansammlungen im Bereich der ventralen und dorsalen
Nebenhodenanteile differenziert werden (PINHO et al. 2018). In der genannten brasi-
lianischen Studie erfolgte die Untersuchung von Ebern verschiedener Rassen im Alter
von 9 bis 46 Lebensmonaten. Beim Hengst kann kein Zusammenhang zwischen einer
steigenden Echogenitat des testikularen Gewebes und dem Grad der intra-testikularen
Fibrose gezeigt werden (POZOR et al. 2017). Beim Ruden scheint eine steigende
Echogenitat des Hodens mit sinkender Normospermie verbunden zu sein (MOXON et
al. 2015).

Alle sonographisch untersuchten Gewebe weisen grundsatzlich ein heterogenes Er-
scheinungsbild auf, welches sich auf raumliche Variationen der Dichte und Elastizitat
zuruckfuhren lasst. Diese gewebespezifischen Eigenschaften haben Einfluss auf die
Ausbreitungsgeschwindigkeit und damit die Lange der Schallwellen (AZHARI 2010).
Eine gewisse Heterogenitat ist folglich bereits durch den physiologischen Aufbau eines
Gewebes aus zellularen und flissigen Bestandteilen bedingt, kann aber auch Aus-
druck pathologischer Prozesse sein.
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Zusatzlich zur Beurteilung von physiologischen und pathologischen Geweben hat sich
die Sonographie in den letzten 30 Jahren als ein Instrument zur Vermessung (morpho-
metrische Erfassung) von Organen etabliert. Fur die vorliegende Arbeit ist insbeson-
dere die breite Anwendung des B-mode Ultraschalls zur Erfassung der Hoden- und
Nebenhodenmale verschiedener Spezies von Interesse (LIGNER 2009; KESSLER
2010; AHMADI et al. 2012; ENGLAND et al. 2017; ELBAZ et al. 2018; PINHO et al.
2018). Die Vermessung des scrotalen Inhaltes dient in der Literatur als Beurteilungs-
kriterium fUr die Zuchtreife des mannlichen Tieres. Zudem wird ein positiver Zusam-
menhang zwischen Hodenvolumen und Spermiengesamtzahl beschrieben (HUANG
u. JOHNSON 1996). Durch die beschriebene perineale Lage des Eberhodens ist die-
ser einer manuellen Vermessung nicht frei zuganglich. Eine Umfangsmessung mittels
Mafband, wie beim Bullen beschrieben (BRITO et al. 2012; PENITENTE-FILHO et al.
2018), ist beim Eber nicht moglich. Langen- und Breitenmessungen mittels Messschie-
ber (WICKE 1991; PINHO et al. 2018) und Beckenzirkel (KLEVE-FELD 2014) sind
zudem zeitaufwendig und unterliegen, je nach verwendetem Instrument, zum Teil er-
heblichen Messungenauigkeiten. ABDEL-RAZEK und ALI (2005) kdnnen eine positive
Korrelation zwischen sonographisch und per Messschieber bestimmter Hodenbreite
beim Bullen zu verschiedenen Messzeitpunkten zeigen. Im Weiteren beschreiben Au-
toren die hohe Messgenauigkeit und gute Reproduzierbarkeit der Ultraschallmessung
(DIAMOND et al. 2000; ABDEL-RAZEK u. ALI 2005). Bereits CARTEE et al. (1989)
fuhren exakte sonographische Messungen des testikularen Diameters von Bullen
durch.

Auf die korrekte makroskopische Interpretation sowie die feinstrukturelle Analyse von
Ultraschallaufnahmen hat die Berlcksichtigung der gewebespezifischen sonographi-
schen Artefakte einen entscheidenden Einfluss. Bereits makroskopisch detektierbar ist
der Einfluss des Mediastinum testis auf ankommende Schallwellen. Diese bindegewe-
bige Struktur ist durch ihre Dichte, Elastizitat und den spezifischen Flussigkeitsgehalt
bedingt stark hyperechogen. Eintreffende Schallwellen werden in hohem Male reflek-
tiert. Zusatzlich entsteht auf der Seite des Mediastinum testis, die der Schallquelle ab-
gewandt ist, ein Schallschatten. Ein technisch bedingtes Artefakt kann durch den An-
kopplungsdruck entstehen. Eine gewisse Druckapplikation dient der Ankopplung der
Schallquelle an das zu untersuchende Gewebe. Die resultierende Kompression des
Gewebes zeigt sich in einer visuell detektierbaren, verringerten Echogenitat (Abbil-
dung 2).
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Abbildung 2: Sonographischer Langsschnitt des rechten Hodens eines OFF-Testebers (170. LT;
Linearsonde, Frequenz 10 MHz, Eindringtiefe 6 cm). Darstellung folgender physiologischer Strukturen:
scrotale Haut (a), laterale Tunica albuginea (b), testikulares Parenchym (c), Mediastinum testis (d), me-
diale Tunica albuginea (e), Parenchym des linken Hodens (f); Pfeile markieren hypoechogene Schall-
artefakte

Die genannten Artefakte beeinflussen die Graufarbung des Gewebes auf Pixelebene.
In der Literatur sind bisher keine praxistauglichen Lésungen zur Minimierung des An-

kopplungsdruckes beschrieben worden.

Im Folgenden soll die computergestutzte Graustufenanalyse als erweitertes Diagnos-
tikum hinsichtlich ihres Nutzens zur Darstellung physiologischer und pathologischer
Vorgange des scrotalen Inhaltes dargestellt werden.

2.4 Einsatz der computergestutzten Graustufenanalyse in der
andrologischen Diagnostik

Jedes Ultraschallbild ist aus einzelnen Bildpunkten (Pixel) aufgebaut. Jeder Pixel bildet
eine diskrete Region des Gewebes ab (SINGH et al. 2003). Abhangig von der Gewe-
bezusammensetzung werden die eintreffenden Ultraschallwellen in unterschiedlichem
Mal3e absorbiert, reflektiert und gestreut. Bei modernen Hochleistungsultraschallgera-
ten ist durch eine erhohte Auflosung die Darstellung einer grof3eren Anzahl von Pixeln
pro Flache moglich. Das menschliche Auge ist in seiner Auflosung jedoch beschrankt
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und kann nur 18 bis 20 Graustufen unterscheiden (BAXES 1994). Durch die compu-
tergestutzte Graustufenanalyse ist es moglich, Pixel quantitativ und qualitativ zu beur-
teilen (eindimensionale Graustufenanalyse) sowie diese in Beziehung zu benachbar-
ten Pixeln zu setzen (mehrdimensionale Graustufenanalyse) (LIGNER 2009). Mit die-
ser Methode kann die Mikrostruktur des germinativen Gewebes quantifizierbar ge-
macht werden. In einem auf 8 bit konvertierten B-mode Ultraschallbild kann ein Pixel
256 Graustufen annehmen (SINGH et al. 2003). Der Grauwert 0 bedeutet eine voll-
standige Schwarzfarbung des Pixels, wahrend ein vollstandig weil3er Pixel den Grau-
wert 255 annimmt. SINGH und Kollegen (1998) betonen fur die vergleichende Grau-
stufenanalyse die Wichtigkeit der Herstellung standardisierter Ultraschallbilder. Als
Faktoren zur Standardisierung kdnnen die Konsistenz der genutzten Ultraschallgerate
und Schallkdpfe sowie gleichbleibende Gerateeinstellungen herangezogen werden.
Diese Malinahmen dienen einer vergleichenden Darstellung definierter Strukturen
uber einen bestimmten Zeitraum.

241 Darstellung physiologischer Vorgange mittels der Graustufen-
analyse des Hoden- und Nebenhodenparenchyms

Der Zusammenhang zwischen verschiedenen Graustufenparametern und physiologi-
schen Reifungsvorgangen im Scrotum sowie der potentiellen Fertilitat eines mannli-
chen Tieres ist Gegenstand zahlreicher Studien (Tabelle 1). Zunachst soll spezies-
ubergreifend auf die fur den Hoden beschriebenen Veranderungen der Echogenitat
sowie verschiedener Graustufenparameter eingegangen werden. In der Graustufen-
analyse zeigt sich der Anstieg der makroskopisch beurteilten Echogenitat innerhalb
der Pubertat Uber einen groleren Anteil an Pixeln mit hdheren Grauwerten
(CHANDOLIA et al. 1997; BRITO et al. 2012; POZOR et al. 2017). Das Bild erscheint
hyperechogener. POZOR et al. (2017) weisen beim Hengst einen Anstieg der Grau-
werte und der Standardabweichung des mittleren Grauwertes der Pixel des germina-
tiven Gewebes im ersten Lebensjahr parallel zur Entwicklung der Tubuli seminiferi
nach. Ab Beginn des 2. Lebensjahres bleiben beide Parameter konstant. Die Pubertat
beim Hengst ist mit 12 bis 24 Monaten mit grof3en tierindividuellen und rasseabhangi-
gen Schwankungen abgeschlossen (AURICH et al. 2008). Diese Beobachtungen deu-
ten darauf hin, dass der Zeitraum der Pubertat durch einen Anstieg der Echogenitat
des testikularen Gewebes und Veranderungen in den Graustufenparametern gekenn-
zeichnet ist. Nach Abschluss dieses Entwicklungsschrittes scheint das physiologische
Erscheinungsbild der Hoden bei Bullen und Hengsten weitestgehend konstant zu blei-
ben (BRITO et al. 2012; POZOR 2017).
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Die hohe Heterogenitat des testikularen Parenchyms bei Riden mit hoher Spermien-
gesamtzahl im Ejakulat desselben Tages kann nach MOXON et al. (2015) entweder
auf einen steigenden Anteil des Parenchyms mit geringer Echogenitat oder auf promi-
nente hyperechogene Areale zuriickzufiihren sein. HOHNE (2002) findet beim Riiden
keinen Zusammenhang zwischen graustufenanalytischen Parametern des Hodens am
Untersuchungstag und der Ejakulatqualitat desselben Tages.

Der mittlere Grauwert eignet sich bei Bullen laut der Arbeitsgruppe von DIAS (2017)
nicht dazu, Aussagen uber die aktuelle Zellpopulation des spermienbildenden Epithels
zu treffen. Diese Aussage steht kontrar zu den Ergebnissen der Forschungsgruppe
um BRITO (2012). Diese nutzen den Abfall des mittleren Grauwertes zur Bestimmung
des sexuellen Reifegrades bei Bullen. Die signifikante positive Korrelation des mittle-
ren Grauwertes mit der taglichen Spermaproduktion je Gramm homogenisierten Ho-
denparenchyms (r, = 0,2; P < 0,05) zusammen mit dem signifikant negativen Zusam-
menhang zwischen mittlerem Grauwert und der Tubuli seminiferi-Epithelflache (r, = -
0,3; P < 0,05) sowie dem luminalen Durchmesser (r, = -0,3; P < 0,05) fihren BRITO et
al. (2012) auf die Erkenntnis zurtck, dass sich der Gesundheitsstatus des spermien-
bildenden Epithels an einem bestimmten Tag erst Wochen spater im Ejakulat wider-
spiegelt. Die Graustufenanalyse ermdoglicht folglich Erkenntnisse Uber das Gewebe am
Untersuchungstag, jedoch findet sich aufgrund der tierartspezifischen Spermatoge-
nesedauer kein Zusammenhang zum Ejakulat desselben Tages.

Umfangreiche Erkenntnisse sind in der Literatur fur den Schafbock dargestellt. Die
Forschungsgruppe um AHMADI (2012) stellt mittels der Graustufenanalyse beim adul-
ten Schafbock die Anpassung des testikularen Parenchyms an die Erfordernisse einer
saisonalen Fortpflanzung dar. Die Standardabweichung des mittleren Grauwertes ist
im August am groften. Die Autoren beobachten in diesem Monat ein inhomogenes
Hodenparenchym verglichen zu einem weitgehend homogenen Erscheinungsbild im
Dezember, Februar sowie Juni. Die Inhomogenitat ist durch eine grolde Streuung der
Grauwerte um den Mittelwert bedingt. Die meisten Schafrassen sind saisonal polyost-
risch mit der Fortpflanzungsperiode im Herbst und Winter. Die genannten Veranderun-
gen im testikularen Parenchym im August konnen auf den Beginn der Bildung von
Spermatozoen hinweisen. Der vollstandige Spermatogenesezyklus ist etwa 60 d spa-
ter zu Beginn der Paarungssaison abgeschlossen. Ein grof3erer Hohlraumanteil der
Tubuli seminiferi an der Gesamtflache des Parenchyms zieht eine Erhdhung der Stan-
dardabweichung des mittleren Grauwertes nach sich (GIFFIN et al. 2009). Die Studie
der Forschungsgruppe um OMER knupft an jene von GIFFIN an. GIFFIN und Kollegen
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(2009) flhren ihre Untersuchungen jedoch in vivo durch, wahrend OMER et al. (2012)
Hoden nach der Kastration analysieren. Eine geringe Zelldichte im
Hodenparenchym drtckt sich in einem Anstieg des maximalen Grauwertes aus
(OMER et al. 2012).

Die Nutzung der Graustufenanalyse des Hodens reicht von der Betrachtung der zellu-
laren Komposition bis zum Erkenntnisgewinn Uber die biochemische Zusammenset-
zung des Parenchyms. Diese hat laut AHMADI et al. (2013) beim Schafbock einen
direkten Einfluss auf die Echogenitat des Hodengewebes. Physiologische Verande-
rungen zeigen sich vor allem innerhalb des Zeitraums zwischen Geburt und dem Ende
der Pubertat. Die Forschungsgruppe um AHMADI mutmaldt, dass es sich bei den Pro-
teinen um Enzyme, Hormone, zellulare Botenstoffe oder Transportproteine handeln
konnte. Das Hodenvolumen korreliert negativ mit dem Proteingehalt im testikularen
Gewebe (r=0,7; P=0,02) (AHMADI et al. 2013). Beim Schafbock hat eine durch
GnRH angeregte, vermehrte Produktion von testikularer Flussigkeit in der Graustufen-
analyse ein Absinken der Grauwerte zur Folge (UNGERFELD u. FILA 2011). Das Ho-
denparenchym erscheint durch die Flussigkeitseinlagerung makroskopisch hypoecho-
gener. Die erhohte testikulare Stoffwechselleistung resultiert laut UNGERFELD und
FILA (2011) nicht in einem Anstieg der scrotalen Temperatur.

Bei Buffeln ist der Gehalt an loslichem Protein im Hoden in den ersten Lebensmonaten
am hochsten und nimmt dann ab (BABBAR u. BILASPURI 2007).

Das Fettsauremuster andert sich laut CONNOR und Kollegen (1997) wahrend der pu-
bertaren Reifungsprozesse der Hoden von Rhesusaffen (Macaca mulatta). Besonders
der Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsauren sowie Cholesterinvorlaufermoleku-
len nimmt zwischen Jungtier- und Erwachsenenalter zu. Glyzerin stellt eine Energie-
quelle fur die Keimzellen dar, wahrend die Lipide zum Aufbau von Plasmamembranen
dienen (CONNOR et al. 1997).

Cholesterin ist ein notwendiger Baustein des Steroidhormons Testosteron. Das Se-
rum-Testosteron korreliert bei Bullen positiv mit dem mittleren Grauwert des
Hodenparenchyms (r, = 0,6; P < 0,0001) (EVANS et al. 1996). Der mittlere Grauwert
des Nebenhodens steht beim Schafbock in einem negativen Zusammenhang zur Se-
rum-Testosteronkonzentration (r =-0,5; P <0,05) (AHMADI et al. 2012). Makrosko-
pisch erscheint die Stoffklasse der Lipide im Ultraschall hyperechogen (SEHGAL
1993).
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Der Nebenhoden als Ort der Lagerung und Reifung von Spermatozoen ist in der Lite-
ratur ebenfalls Gegenstand sonographischer Untersuchungen. Er besteht aus Caput,
Corpus sowie Cauda epididymidis. Eine sonographische Beschreibung aller Anteile
des porcinen Epididymis sowie eine objektive Darstellung der Unterschiede mittels
computergestitzter Graustufenanalyse fluhrt KESSLER (2010) durch. Die Forschungs-
gruppe um KAUFFOLD (2011) kann in allen Anteilen des porcinen Nebenhodens
nachweisen, dass die Echogenitat nach der Ejakulation abfallt. Ein positiver Zusam-
menhang (r, = 0,3; P =0,019) lasst sich laut KAUFFOLD und Kollegen (2011) zwi-
schen der Echogenitat des Caput epididymidis und dem Ejakulatvolumen beim Eber
nachweisen. Die Spermienkonzentration im Ejakulat zeigt eine schwache negative
Korrelation zur Echogenitat des Nebenhodenkopfes (r, = -0,3; P = 0,034) (KAUFFOLD
et al. 2011).

Fur den Nebenhoden des Schafbocks stellen sich die Verhaltnisse laut einer Studie
von AHMADI et al. (2012) umgekehrt zu denen des Ebers dar. Die Grauwerte der
Cauda epididymidis steigen nach der Ejakulation an. Der genannten Forschungs-
gruppe gelingt zudem ein Ausblick auf die zuklnftige Spermabildungsfahigkeit des o-
vinen Hodens. Diese Autoren kdnnen einen Bezug der Echogenitat der Cauda epi-
didymidis zur zukunftigen Spermienmorphologie herstellen. Bei Schafbocken hat ein
Anstieg der Grauwerte des Nebenhodenschwanzes einen Abfall des Anteils an mor-
phologisch normalen Spermien im Ejakulat zur Folge. Dabei liegen sonographische
Untersuchung und Ejakulatgewinnung wie oben beschrieben einen Spermatogenese-
zyklus auseinander. Das Hodenparenchym zeichnet sich durch zahllose flussigkeits-
geflllite Tubuli seminiferi aus. Zudem enthalt der reifende Hoden in zunehmendem
Malde proteinreiche Flussigkeit und ist mit Blutgefal3en durchsetzt.

In der Literatur sind weitere Faktoren beschrieben, die einen Einfluss auf die Intensitat
der Pixel innerhalb des Hodens und Nebenhodens zu haben scheinen. Die Grauwerte
des testikularen Gewebes scheinen beim Bullen rassespezifischen Einflissen zu un-
terliegen (BRITO et al. 2012). Altersabhangige Faktoren wirken sich bei Bullen auch
nach der Pubertat auf den mittleren Grauwert aus. LIGNER (2009) verfolgt die Ent-
wicklung des germinativen Gewebes bei jungen Besamungsbullen wahrend der Test-
spermaproduktion. Der mittlere Grauwert des Hodenparenchyms verringert sich mit
steigendem Alter signifikant. Im Vergleich der Jungbullen mit Altbullen haben altere
Tiere (> 5 Jahre) ein homogeneres Gewebe. Je gleichformiger das Hodenparenchym
ist, desto hoher stellt sich die Spermienkonzentration im Ejakulat dar.
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Der Jahreszeit folgend treten bei Tieren mit saisonaler Fortpflanzung Schwankungen
des mittleren Grauwertes auf. Der testikulare und epididymale mittlere Grauwert ist
laut den Ergebnissen von AHMADI et al. (2012) wahrend der ovinen Paarungssaison
(europaischer Herbst und Winter) geringer als im Sommer.

Zusammenfassend bewertet die Forschungsgruppe um SINGH (2003) die quantitative
und qualitative Auswertung der Pixel Uber den mittleren Grauwert und dessen Stan-
dardabweichung innerhalb einer standardisierten Messregion als geeignet fur den Ver-
gleich eines spezifischen Gewebes zwischen verschiedenen Individuen.

Im folgenden Kapitel soll dargestellt werden, inwieweit sich pathologische Verande-
rungen mittels der Graustufenanalyse darstellen lassen.
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Tabelle 1: Literaturtibersicht Uber die speziestibergreifenden physiologischen Veranderungen der Graustufenparameter (GS-Parameter) des Hoden-
parenchyms unter Auswertung sonographischer Schnittbilder

GS-Parameter Datum Spezies  Autor Physiologische Verdnderung
Echogenitat 1997  Bulle Chandolia et al. Anstieg wahrend Pubertat

2012 Brito et al. Anstieg wahrend Pubertat

2017  Ride England et al.  Anstieg der progressiven Spermienmoatilitat nach einem Spermatogenesezyklus
MAX GV 2012  Schafbock Omer et al. Abfall mit steigendem Anteil Tubuli seminiferi

2013 Ahmadi et al. Abfall mit steigendem Proteingehalt in testikularem Parenchym
MIN GV 2012 Schafbock Omer et al. Anstieg mit Zunahme Tubuli seminiferi Lumen
MEAN GV 2002 Ride Hohne et al. Positive Korrelation zur aktuellen Spermiengesamtzahl

2009  Schafbock Giffin et al. Anstieg mit steigenden Anteil Tubuli seminiferi

2009 Bulle Ligner Abfall mit steigendem Alter des Tieres

2012  Schafbock Omer et al. Anstieg bei geringer Zelldichte im Hodenparenchym

2012  Bulle Brito et al. Anstieg mit Abnahme Tubuli seminiferi Epithelflache & Tubulus-Durchmesser

2013  Schafbock Ahmadi et al. Abfall mit steigendem Proteingehalt in testikularem Parenchym

2017 Rlde England et al.  Positive Korrelation zur Spermienmotilitdt nach einem Spermatogenesezyklus
STD DEV 2009  Schafbock Giffin et al. Anstieg mit steigendem Anteil Tubuli seminiferi Lumen

2012 Ahmadi et al. Anstieg zu Beginn Spermatogenese

2013 Ahmadi et al. Abfall mit steigendem Proteingehalt in testikularem Parenchym

Anstieg mit steigendem Lipidgehalt in testikularem Parenchym
2015 Rlde Moxon et al. Anstieg korreliert positiv mit Spermiengesamtzahl
2017  Hengst Pozor et al. Anstieg wahrend Pubertét

Makroskopisch beurteilte Echogenitat (Echogenitét), maximaler Grauwert (MAX GV), minimaler Grauwert (MIN GV), mittlerer Grauwert (MEAN GV),
Standardabweichung des mittleren Grauwertes (STD DEV)
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24.2 Abbildung von Pathologien des Hodens und Nebenhodens
mittels der Graustufenanalyse

Pathologische Prozesse manifestieren sich in der biochemischen Zusammensetzung
des Hodens. Der molekulare Aufbau hat, wie bereits unter Kapitel 2.4.1 beschrieben,
einen Einfluss auf die spezifische Echogenitat und damit letztlich auf die Graufarbung
der Pixel eines Gewebes. Der nachfolgende Uberblick aus der Literatur dient der Dar-
stellung des Nutzens der computergestitzten Graustufenanalyse fur die Detektion von
Pathologien. Es soll dabei speziestubergreifend auf Erkenntnisse zu den Hoden und
Nebenhoden eingegangen werden (Tabelle 2). Organubergreifend werden solche
Graustufenparameter dargestellt, zu denen keine Erkenntnisse aus der andrologi-
schen Anwendung bestehen.

Tabelle 2: Literaturtbersicht Uber die speziesiibergreifenden pathologischen Veranderungen der Grau-
stufenparameter (GS-Parameter) des Hodenparenchyms unter Auswertung sonographischer Schnitt-
bilder

GS-Parameter Datum__Spezies Autor Pathologische Verdnderung

CON 2009 Bulle Ligner Negative Korrelation zur Spermien-
gesamtzahl und zum Ejakulatvolumen

GRAD Negative Korrelation zur Spermien-
gesamtzahl und zum Ejakulatvolumen

MEAN GV 2005 Bulle Arteaga et al.  Verzdgerter Abfall nach Hitzeinsult auf
Hodenparenchym

MEAN GV 2015 Rdde Moxon et al. Anstieg korreliert negativ mit Anteil
morphologisch normaler Spermien

STD DEV 2012 Schafbock Ahmadi et al. Anstieg korreliert negativ mit Anteil

morphologisch normaler Spermien nach

einem Spermatogenesezyklus
Mittlerer Kontrast (CON), Mittlerer Gradientenbetrag (GRAD), Mittlerer Grauwert (MEAN GV), Standardabweichung des mittle-
ren Grauwertes (STD DEV)

Die Forschungsgruppe um SINGH (2003) bewertet die Kombination aus B-mode Ult-
raschall und computergestutzter Graustufenanalyse als ideales diagnostisches Werk-
zeug fur die kontinuierliche Echtzeiterfassung der Funktion oder Dysfunktion eines Ge-
webes. In den letzten zehn Jahren haben Forschungsgruppen weltweit vermehrt ver-
sucht, mittels der Kombination der genannten Verfahren eine Einschatzung des zu-
kinftigen Spermaproduktionsvermodgens von Nutz- und Haustieren zu ermaoglichen.

Die Sonographie des spermienbildenden Hodenparenchyms ist ein etabliertes Verfah-
ren. Ein Schwerpunkt der Forschung liegt zundchst auf einer zusammenhangenden
Analyse der testikularen Graustufen mit der Quantitat sowie Qualitat des Ejakulates.
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PASCHOAL et al. (2018) kdénnen Uber eine Graustufenanalyse des testikularen Pa-
renchyms in Kombination mit einer testikularen Tonometrie bei 402 adulten Ebern ver-
schiedener Rassen Tiere identifizieren, in deren Ejakulat desselben Tages der Grenz-
wert von 25% morphologisch abweichenden Spermatozoen Uberschritten wird. Eber,
die Ejakulate mit unzureichender Spermienmorphologie produzieren, haben signifikant
weichere Hoden, eine hdhere Standardabweichung des mittleren Grauwerts und eine
geringere Echogenitat des testikularen Parenchyms als solche, die den Anforderungen
der Richtlinie des Bundesverbandes fur Rind und Schwein e.V. (BRS-Richtlinie) be-
zuglich der Spermienmorphologie genugen.

Die Forschungsgruppe von MOXON (2015) kann beim Ruden den mittleren Grauwert
und die Standardabweichung des mittleren Grauwertes mit der Spermienkonzentration
und -morphologie in Zusammenhang bringen. Mit steigender Echogenitat produziert
das Hodenparenchym signifikant weniger morphologisch normale Spermien. Gleich-
zeitig bildet ein regelmafiger aufgebautes Funktionsgewebe, gekennzeichnet durch
einen Abfall der Standardabweichung des mittleren Grauwertes, insgesamt weniger
Spermatozoen (MOXON et al. 2015). HOHNE (2002) stellt dem gegeniiber keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen den mittleren Grauwerten von Hunden mit Normo-,
Dys- oder Pathospermie fest.

Die Arbeitsgruppe von ARTEAGA (2005) untersucht beim Bullen die Einwirkung einer
Hitzeschadigung auf die nachfolgende Gewebeintegritat des Hodens. Zwei Wochen
im Anschluss an den Insult drickt sich die Beeintrachtigung des Parenchyms in einem
signifikanten Abfall des mittleren Grauwertes aus. Zwischen mittlerem Grauwert des
Hodenparenchyms und dem Anteil morphologisch normaler Spermien sowie der Sper-
mienmotilitat innerhalb eines Ejakulates derselben Woche besteht keine Korrelation.
Zusammenhange lassen sich zwischen mittlerem Grauwert und den genannten Eja-
kulat-Parametern zwei bis vier Wochen nach der Ultraschalluntersuchung finden. Die
exakten Werte fur Korrelationskoeffizienten und Signifikanzniveaus sind nicht darge-
stellt (ARTEAGA et al. 2005). LIGNER (2009) beurteilt taugliche Ejakulate von
Besamungsbullen, die einen Spermatogenesezyklus (60 bis 70 d) nach der sonogra-
phischen Untersuchung gewonnen wurden. Sie weist negative Korrelationen (r = -0,4;
P < 0,01) zwischen den mehrdimensionalen Graustufenparametern mittlerer Gradien-
tenbetrag und mittlerer Kontrast des Hodenparenchyms mit der Spermiengesamtzahl
und dem Ejakulatvolumen nach.
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Auch die Echostruktur des Nebenhodens scheint einen Zusammenhang mit der Sper-
maqualitat aufzuweisen. In ovinen Nebenhoden kdnnen AHMADI und Kollegen (2012)
einen negativen Zusammenhang (r, = -0,4; P <0,05) zwischen der Standardabwei-
chung des mittleren Grauwertes (Messung im August) und dem Anteil morphologisch
normaler Spermatozoen zeigen. Die Analyse der Spermaqualitat erfolgte 2 Monate
nach der Ultraschalluntersuchung des Hodens, zu Beginn der Zuchtsaison. Ein An-
stieg der Standardabweichung des mittleren Grauwertes zeigt sich in einer verringer-
ten progressiven Motilitdt der Spermien (r = -0,7; P < 0,01) (AHMADI et al. 2012).

Die Standardabweichung des mittleren Grauwertes kann auch auerhalb des mannli-
chen Geschlechtsapparates als Indikator fur die Homogenitat oder Heterogenitat eines
Parenchyms genutzt werden, beispielsweise bei der humanen Leber (LEE et al. 2006).
Die Ergebnisse von LEE et al. (2006) stutzen die oben beschriebenen Erkenntnisse
uber die Standardabweichung des mittleren Grauwertes des Hoden- und Nebenho-
denparenchyms von Schafbocken und Hengsten (GIFFIN et al. 2009; AHMADI et al.
2012; POZOR et al. 2017).

In der Humanmedizin findet als erweiterter Graustufenparameter die Graustufenhisto-
grammbreite besonders in der Pranatal-Diagnostik und Neonatologie Anwendung.
Eine Normalisierung des Graustufenhistogramms dient dazu, die Robustheit der com-
putergestutzten Graustufenanalyse zu verbessern. Der Prozess ermaoglicht eine Un-
abhangigkeit der Analyse des Zielgewebes von variierenden Untersuchern, Ultra-
schallgeraten sowie technischen Einstellungen. Diese Faktoren kdnnen Fehlerquellen
fur die Graustufenanalyse darstellen. REISS (2013) nutzt den haufigsten Grauwert zur
Normalisierung des Histogramms. Alle Graustufen, deren Haufigkeit unterhalb von 5%
liegen, klassifiziert die Autorin als Rauschen und berlcksichtigt diese in der Folge nicht
fur die Berechnung der Graustufenhistogrammbreite. Die normierte Graustufenhisto-
grammbreite auf Hohe von 5% des haufigsten Grauwertes kann zur Grenzwertbestim-
mung fur ein erhohtes Risiko von postnatalen Komplikationen bei Kindern mit fetalem
Bauchwanddefekt (Gastroschisis) dienen und nimmt bei
Sauglingen mit postnatalen Komplikationen signifikant zu (REI 2013). SERIZAWA
und MAEDA (2010) finden vergleichbare Ergebnisse fur die Einschatzung der fetalen
Lungenmaturitat mittels der Graustufenhistogrammbreite. Sie wenden zur Normalisie-
rung des Histogramms ein Standardhistogramm an, welches Uber eine Phantommes-
sung generiert wurde. Weitere Humanstudien diagnostizieren erfolgreich den fetalen
Atemstillstand, die neonatale, periventrikuldre Leukomalazie, Pathologien des Myo-
metriums sowie die Dignitdt von Ovartumoren mittels der Graustufenhistogrammbreite

31



Literaturtibersicht

(KIHAILE 1990; YAMAMOTO et al. 2000; MAEDA et al. 2005; ITO et al. 2007). Die
Nutzbarkeit der normierten Graustufenhistogrammbreite ist bisher nicht bei anderen
Spezies geprtft worden. Auch die Fragestellung, ob dieser Graustufenparameter zur
Einschatzung der Hodengesundheit genutzt werden kann, ist bislang nicht untersucht.

Tiereigene sowie externe Einflussfaktoren bestimmen die Quantitat und Qualitat eines
Eberejakulates. Im Rahmen der vorliegenden Studie stand das Hodenparenchym von
Jungebern wahrend der pubertaren Entwicklung erstmalig im Fokus. Die computerge-
stutzte Graustufenanalyse sollte hier als erweitertes Diagnostikum fur die testikulare
Entwicklung und die Hodengesundheit dienen. Es soll untersucht werden, inwieweit
Hodenultraschall und Graustufenanalyse Aussagen Uber die potenzielle Spermaqua-
litdt ermdglichen. Im nachfolgenden Kapitel wird detailliert der Studienaufbau sowie
die genutzten Technologien und Verfahren vorgestellt.
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3 Material und Methoden

In der vorliegenden Studie wurden Endstufeneber der Rasse Piétrain innerhalb der
Pubertat am 100. £ 5 sowie 170. £ 5 LT einer testikularen Sonographie unterzogen
(n = 1.650 bzw. 925). Es erfolgten eine Schnittbildauswertung Uber eine computerge-
stutzte Graustufenanalyse des Hodenparenchyms sowie eine Kalkulation des Hoden-
volumens. Im Anschluss an den Verkauf der Eber wurde die Spermaquantitat und qua-
litat zeitlich zusammenhangender Ejakulatproben erfasst und die Spermabildungseffi-
zienz bewertet. Die Kennzahlen des Herkunftswurfs (Pedigree der Eber) und die Pro-
duktionsdaten wurden vom Zuchtunternehmen zur Verflgung gestellt. Ziel war es,
feingewebliche Veranderungen des testikularen Parenchyms wahrend der Pubertat
mittels der Graustufenanalyse objektiv zu erfassen und damit eine frihzeitige Prog-
nose Uber die Spermabildung und damit die Eignung eines Jungebers fur die Routine-
produktion von Ejakulaten zur KB zu stellen. Das Versuchsvorhaben erhielt die Ge-
nehmigung vom Landesamt fur Arbeitsschutz, Verbraucherschutz und Gesundheit
Brandenburg mit dem Geschaftszeichen 2340-4-2017. Die Durchfihrung des Versu-
ches wird im folgenden Abschnitt detailliert erlautert.

Die sonographischen Untersuchungen in der Eberaufzucht erfolgten zeitgleich mit den
zuchterischen Selektionsverfahren der Pig Improvement Company (PIC, Henderson-
ville, United States of America (USA)) sowie weiteren MalRnahmen wie dem Einziehen
von Ohrmarken, notwendigen Impfungen und Behandlungen. Dieses Vorgehen wurde
zum einen gewahlt, um den Stress fur die Tiere wahrend der Untersuchung zu mini-
mieren und zum anderen, um ein praxistaugliches Verfahren zu entwickeln, innerhalb
dessen eine effektive und sinnvolle Beurteilung des Tieres und speziell der Hoden
moglich ist. Jeder Jungeber, der im Alter von 100 LT zuchterisch positiv beurteilt und
Eingang in die Testgruppe der PIC fand (ON-Test), wurde zeitgleich in die Studie auf-
genommen. Nach dem 70 d dauernden Testzeitraum schloss sich fur die Tiere die
zuchterische Selektion (OFF-Test) an. Wahrend der sonographischen Messungen der
Ruckenspeck- und Ruckenmuskeldicke einschliellich der nachfolgenden Impfproze-
dur wurde gleichzeitig bei positiv selektierten Tieren die zweite andrologische und tes-
tikulare Sonographie in Analogie zur Erstuntersuchung vorgenommen. Ab dem
190. LT standen die Eber zum Verkauf.

Alle sonographisch erfassten und visuell auswertbaren Hodenbefunde beider Alters-
gruppen gingen in die statistische Auswertung ein. Die computergestutzte Graustufen-
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analyse erfolgte einzig flr Schnittbilder solcher Eber, die an drei deutsche Besamungs-
organisationen verkauft wurden (Genossenschaft zur Forderung der Schweinehaltung
eG (GFS), Schweinebesamungsstation Weser-Ems e.V.(Weser-Ems) und Besa-
mungsverein Neustadt an der Aisch e.V. Schweinebesamung Malchin GmbH & Co.
KG (BVN). Die genannten Projektpartner schickten nach der betriebsinternen Quaran-
tane von etwa 6 bis 8 Wochen fortlaufend bis zu funf konsekutive Ejakulatproben der
Studientiere an das spermatologische Referenzlabor des Instituts fur Fortpflanzung
landwirtschaftlicher Nutztiere Schénow e.V. (IFN). Die Probenauswertung fand auf
Grundlage der Richtlinie des Bundesverbandes fur Rind und Schwein e.V. (BRS-Richt-
linie) statt. Als zusatzliche Informationen stellte die PIC zum einen Daten zur Wurf-
groRe, Geschlechterverteilung im Wurf und zu den Elterntieren der verkauften Stu-
dieneber (Kennzahlen des Herkunftswurfs, Pedigree) aus der Pictrag® Datenbank zur
Verfugung. Zum anderen konnten auch Produktionsdaten wie die Tageszunahme des
Ebers im Testzeitraum sowie Rlckenspeck- und Rickenmuskeldicke zum OFF-Test
in die statistische Auswertung einbezogen werden.

Eine schematische Darstellung des Versuchsablaufs ist in Abbildung 3 dargestelit.

* Alter: 100d 5

« Testikulare Sonographie 1
» Graustufenanalyse 1

+ n=1.650 Eber

OFF - Test + Alter: 170d +5
« Testikulare Sonographie 2
+ Graustufenanalyse 2

ON - Test

Nukleusbetrieb

* n=925Eber
Besamungseberstation KB-Station « Alter: >190d
+ n=218 Eber
Pedigree- ‘ Spermaanalyse | * Alter:>220d
urgd P Y « <5 Ejakulate / Tier
Produktionsdaten IFN Schénow eV. - Erstellung Datenbank
Spermatologisches +« n =644 Ejakulate von
PIC Referenzlabor 218 Ebern

Abbildung 3: Versuchsablauf mit zeitlicher Abfolge der Untersuchungen
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3.1 Tiere

3.1.1 Standort der Jungeber

Die vorliegende Studie wurde in Kooperation mit der PIC auf dem Zuchtbetrieb Land-
wirtschaftsgesellschaft burgerlichen Rechts (GbR) Wulkow in Brandenburg (Deutsch-
land) durchgefuhrt. Im Betrieb wurden wahrend des Studienzeitraums von einem Jahr
330 Piétrain-Sauen der Zuchtlinie PIC®408 in einem geschlossenen System gehalten.
Der Produktionsrhythmus betrug drei Wochen. Die Sauen bildeten die genetische Ba-
sis (Nukleusherde) fir das Hybridzuchtprogramm der PIC. Sperma zur Anpaarung der
Sauen wurde von der GFS einmal wochentlich geliefert. Rund 1.650 mannliche Nach-
kommen der genannten Sauen wurden wahrend des ON-Tests fur die vorliegende
Studie untersucht. Von diesen Tieren bestanden 925 (56%) erfolgreich den OFF-Test.

3.1.2 Impfregime, Haltung und Futterung der Jungeber wahrend der
Aufzucht

Der Betrieb unterzog alle Tiere einem produktionsspezifischen, standardisierten Impf-
programm (Tabelle 3).

Tabelle 3: Impfregime wahrend der Aufzucht der Eber

Tiergruppe Zeitraum Antigen Fertigarzneimittel
Muttersauen pré partum inaktiv. E. coli Suiseng®
inaktiv. Cl. perfr. Fa. Hipra, Amer, ES
Sc. spp. stallspezifische Vakkzine
H. p.
Muttersauen 14 d post partum  p. P. Parvoruvac®
E. r. Fa. IDT, Dessau-Roflau, D
Ferkel Flatdeck PCV Serovar 2 Ingelvac® CircoFLEX
Fa. Boehringer, Ingelheim, D
Sc. spp. stallspezifische Vakkzine
H. p.
L. i Enterisol® lleitis
Fa. Boehringer, Ingelheim, D
Eber 170+ 5LT E.r Porcilis® Ery
Fa. MSD, Berlin, D
Eber 180 bis 200 LT PCV Serovar 2 Ingelvac® CircoFLEX
Fa. Boehringer, Ingelheim, D
L. Enterisol® lleitis

Fa. Boehringer, Ingelheim, D
Inaktivierte Escherichia coli (inaktiv. E. coli), inaktivierte Clostridium perfringens (inaktiv. Cl. perfr.), Streptococcus species
(Sc. spp.), Hdmophilus parasuis (H. p.), porcines Parvovirus (p. P.), Erysipelothrix rhusiopathiae (E. r.), Porcines Circovirus
(PCV), Lawsonia intracellularis (L. i.). D = Deutschland, ES = Spanien
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Fur jedes Ferkel erfolgte eine Genotypisierung durch die PIC. Die Daten wurden in der
Pictrag® Datenbank gespeichert. Die Datennutzung diente einem verwandtschaftsba-
sierten, genomischen Selektionsprogramm. Verbleibendes Gewebe wurde flr eine
potenzielle spatere Nutzung gelagert. Nach dem Absetzen wurden die Ferkel bis zum
70. LT im Flatdeck nach Geschlecht und Grolde sortiert bei phasenweise abgesenkter
Umgebungstemperatur gehalten. Die abgesetzten Ferkel erhielten eine altersabhan-
gige Futterung. Ab dem 70. LT erfolgte eine Umstallung der Eber aus dem Flatdeck in
Gruppenbuchten mit je 18 bis 20 Tieren auf Vollspaltenboden. Eine Anpassung des
Futters erfolgte am 100. LT. Wasser stand ad libitum zur Verfugung. Eine weitere Ab-
senkung der Lufttemperatur in den Gruppenabteilen erfolgte zwischen dem 120. und
200. LT. Im Folgenden wird eine Ubersicht tiber das Futterungs- und Temperaturre-
gime wahrend der Jungeberaufzucht dargestellt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Darstellung der Phasenfitterung und der Regulation der Stalltemperatur wahrend der Auf-
zucht der Jungeber

Altersgruppe FM-Bezeichung Inhaltsstoffe Stalltemperatur

Absetzer Prestarter Rohprotein 18,5% 30 bis 24 °C
Rohfett 9,6%
Rohfaser 2,4%

Ferkelfutter 2 Rohprotein 18,0%

Rohfett 6,3%
Rohfaser 4,0%

Eber 70 bis 100 LT Vormastfutter Rohprotein 17,0% 24 °C
Rohfett 3,5%
Rohfaser 3,5%

Eber 2100 LT Zuchtfutter Rohprotein 16,5% 24 bis 20 °C
Rohfett 3,6%
Rohfaser 4,5%

Futtermittel (FM), analytische Inhaltsstoffe (Inhaltsstoffe)

3.1.3 Selektion der Jungeber

Am 100. und 170. LT wurden die Jungeber zwei zuchterischen Leistungsprifungen
unterzogen. Zu Beginn des Testzeitraums wurde im Rahmen des ON-Tests das Ge-
wicht erfasst und die positiv selektierten Tiere mit einer zweiten Ohrmarke gekenn-
zeichnet. Eber mit Hernia umbilicalis, Fundamentfehlern, Allgemeinerkrankungen mit
erhohter Korperaulentemperatur, Othdmatomen, Kryptorchismus sowie Tiere mit ei-
nem Gewicht unter 45 kg wurden negativ selektiert. Es erfolgte nach 70 d Testzeitraum
der OFF-Test, der einer Selektion der potentiell als Zuchteber geeigneten Tiere diente.
In Kleingruppen von funf bis acht Ebern wurde jedes Einzeltier in Stand und Bewegung
adspektorisch und palpatorisch beurteilt und eine Vorauswahl getroffen. Im Anschluss
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fanden Messungen des Gewichts (unterer Grenzwert 105 kg) sowie eine sonographi-
sche Erfassung der Rlckenspeck- und Ruckenmuskeldicke (Aloka SSD-500V, Fa.
Hitachi, Tokio, Japan) statt. Die Daten von positiv und negativ selektierten Ebern wur-
den in der Pictrag®-Datenbank der PIC gesichert. Positiv selektierte Tiere erhielten ihre
zweite Rotlaufimmunisierung. Negativ selektierte Tiere wurden farblich markiert und
fur die Mast vorgesehen. Nach weiteren zwei bis drei Wochen standen die positiv
selektierten Eber zum Verkauf bereit. Um eine Darstellung der testikularen Entwick-
lung der Eber wahrend des Testzeitraums zu ermoglichen, fand eine Einordnung der
Tiere je nach zugehdrigem Alter in zwei Gruppen (ON- bzw. OFF-Test) statt.

3.2 Verwendete Gerate fir die testikulare Ultraschalluntersuchung und
Graustufenanalyse

Fir die Studie wurde ein Ultraschallgerat des Typs LOGIQ® e R7 (Fa. General electric
(GE) Healthcare, Buckinghamshire, GroR3britannien), ausgestattet mit einer 5,0 bis
13,0 Megahertz (MHz) Linearsonde desselben Herstellers, genutzt. Die sonographi-
sche Untersuchung fand im B-mode (Darstellung in Graustufen) statt. Um vollstandig
unbearbeitete Bilder (Rohdaten) flr die computergestiutzte Graustufenanalyse zu er-
halten, mussten die werkseigenen Voreinstellungen zur Bildoptimierung (Konturanhe-
bung, Auto-Optimierung, Speckle reduction imaging-High definition) deaktiviert wer-
den. Die Frequenz und Eindringtiefe der Schallwellen wurden altersabhangig auf 12
MHz und 4 cm (ON-Test) bzw. 10 MHz und 6 cm (OFF-Test) festgelegt. Zur Ankopp-
lung an das zu untersuchende Gewebe fand Aquasonic® 100 Ultraschallgel (Fa. Par-
ker Laboratories, Fairfield, USA) Verwendung. Fur ON-Testeber erfolgte die Nutzung
einer Vorlaufstrecke (Fa. Eickemeyer, Appenzell, Schweiz). Unter Berucksichtigung
der jeweiligen Altersgruppe wurden standardisierte und wahrend der Studie konstant
gehaltene Voreinstellungen (Presets) definiert. Hierfir wurde die Richtlinie fur die Er-
stellung standardisierter, sonographischer Organaufnahmen aus der Humanmedizin
mit einbezogen (Ultraschallvereinbarung der kassenarztlichen Vereinigung Baden-
Wirttemberg). Inhaltlich umfasste diese Kriterien zur Auswahl des Schallkopfes, der
Frequenz, der Eindringtiefe (depth), der Gesamtverstarkung (Gain) sowie zu einer for-
matfillenden Organdarstellung. Hinweise zur Vermeidung von Artefakten fanden zu-
satzliche Berucksichtigung. Im Anschluss an den Export der Bilddateien im DICOM-
Format (*DICOM) erfolgte die computergestiutzte Graustufenanalyse der Ultraschall-
bilder mit Hilfe der Software Image-Pro® Premier (Fa. MediaCybernetics, Rockville,
USA).
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3.3 Klinisch-andrologische Untersuchung

Jeder sonographischen Untersuchung der Hoden ging eine adspektorische andrologi-
sche Untersuchung des Ebers voraus. Ein ungestortes Allgemeinbefinden und klinisch
unauffallige Genitalien waren Voraussetzung fur die Aufnahme eines Tieres in die Stu-
die. Kryptorchide Eber wurden nicht bertcksichtigt. Es fand keine Selektion der Tiere
anhand des Kriteriums Hodengrélie wahrend des Testzeitraums statt.

3.4 Testikuldre Sonographie

Fur die Untersuchung war jedes Tier in einem Fangstand fixiert, der gleichzeitig der
Gewichtsbestimmung der Eber diente. Fir die ON-Testeber wurde eigens ein an die
GrolRe der Tiere angepasster Fangstand in Auftrag gegeben (Fa. TEWE Elektronik,
Vreden, Deutschland). Die Untersuchung erfolgte von caudal des Tieres. Ein Fenster
in der Fangstandtir gewahrleistete den Zugang zu den Hoden. Das Scrotum wurde,
wenn notig, grob trocken gereinigt. Eine Rasur zur besseren Ankopplung war bei den
Jungebern nicht nétig. Im Anschluss an das grof3zugige Auftragen von Ultraschallgel
auf Scrotum und Schallkopf sowie einer kurzen Einwirkzeit begann der Untersu-
chungsgang stets mit dem linken Hoden. Dieser wurde mit der rechten Hand von vent-
ral angehoben (ALTHOUSE 1996). Mit der linken Hand wurde der Schallkopf von vent-
ral nach dorsal geflhrt und abhangig von der testikularen Grolze wurden zwei bis drei
vertikale Schnittbilder aufgenommen. Die Schallrichtung war stets lateromedial und
der Schallkopf longitudinal ausgerichtet. AnschlielRend wurde ein Schnittbild in Hohe
der maximalen horizontalen Ausdehnung des Hodens aufgenommen. Fur dieses Bild
wurde der Schallkopf um 90 Grad gedreht. Die lateromediale Schallrichtung blieb kon-
stant. Nach der Sicherung der Detailaufnahmen wurde das Scrotum in umgekehrter
Richtung von dorsal nach ventral sonographisch untersucht, um eine Ubersicht Gber
die Strukturen der Cauda epididymidis, des testikuldaren Parenchyms, der darstellba-
ren Anteile des Corpus epididymidis und schliellich des Caput epididymidis mit dem
anliegenden Plexus pampiniformis zu gewinnen. Der Ubersichtsscan diente im Beson-
deren der Detektion von Strukturen mit einer vom physiologischen Erscheinungsbild
abweichenden Echogenitat. Diese Befunde wurden dokumentiert. Zur Untersuchung
des rechten Hodens erfolgte ein Handwechsel. Die linke Hand stutzte den Hoden, die
rechte fuhrte den Schallkopf zur Erfassung des scrotalen Inhalts nach dem beim linken
Hoden beschriebenen Schema. Zu jeder Zeit der Untersuchung war es wichtig, gerade
so viel manuellen Druck anzuwenden, wie zur Ankopplung des Schallkopfes an das
Scrotum notig war.
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Die folgenden Abbildungen (4) demonstrieren das Vorgehen bei der sonographischen
Untersuchung.

Abbildung 4: Aufnahme eines vertikalen (a) sowie eines horizontalen (b) Schnittbildes des linken Ho-
dens eines OFF-Testebers in lateromedialer Schallrichtung mit manueller Unterstiitzung von ventral.
Der Referenzpunkt fiir die standardisierte Aufnahme lag auf der H6he der maximalen horizontalen Aus-
dehnung des Hodens

Die Echogenitat der Hoden wurde einer visuellen Beurteilung unterzogen. Zunachst
erfolgte, von dorsal nach ventral vorgehend, die Darstellung der Strukturen Cauda epi-
didymidis, Testis mit anliegendem Corpus epididymidis, Caput epididymidis sowie Ple-
xus pampiniformis. Zur Orientierung dienten ferner die physiologisch hyperechogen
erscheinenden Strukturen Scrotum und Tunica albuginea sowie das zentral im germi-
nativen Gewebe gelegene, bindegewebige Mediastinum testis. Dieser Untersuchungs-
schritt diente der Validierung der Aufnahmen.

3.5 Sonographische Vermessung des porcinen Hodens

3.5.1 Reproduzierbarkeit der Messungen

Fur die Beurteilung der Reproduzierbarkeit der sonographisch gemessenen Distanz
zwischen Mediastinum testis und medialer Tunica albuginea (halbe Hodenbreite, HB)
erfolgten bei 19 zufallig ausgewahlten OFF-Testebern eines Untersuchungstages
Doppelmessungen. Dazu wurde der sonographische Untersuchungsgang bei jedem
der Tiere zweimal aufeinanderfolgend durchgefuhrt, um zwei unabhangige Untersu-
chungen desselben Tieres zu simulieren.

Zur Validierung der Genauigkeit der sonographischen Messung wurden Vergleichs-
messungen der Hodenbreite mittels Ultraschalles und Seager®-Orchometer (Seager
Inc, Virginia, USA) durchgefuhrt. Zunachst wurden beide Hoden von 30 randomisiert

39



Material und Methoden

ausgewahlten ON-Testebern manuell mit dem Orchometer in dem Bereich maximaler
Ausdehnung der Hodenbreite vermessen. Die Messgenauigkeit dieses Messschiebers
(0,1 mm) stimmte laut SALIM et al. (1995) gut mit der Ultraschallmessung Uberein. Aus
den Messergebnissen der manuellen Hodenmessung erfolgte eine Mittelwertbildung.
Die doppelte scrotale Hautdicke wurde subtrahiert. Das Vorgehen ermoglichte eine
Vergleichbarkeit der manuellen mit der sonographischen Messung, in der die scrotale
Hautdicke ebenfalls nicht bertcksichtigt wurde. Im Anschluss an die manuelle Mes-
sung erfolgte die Anfertigung standardisierter sonographischer testikularer Aufnahmen
der Eber. Die Ermittlung der halben Hodenbreite (HB) aus diesen Aufnahmen mit ei-
nem elektronischen Messschieber entsprach dem im folgenden Abschnitt beschriebe-
nen Vorgehen.

3.5.2 Ablauf der sonographischen Vermessung und Kalkulation des
porcinen Hodenvolumens

Die sonographische Vermessung der transversalen Ausdehnung des Hodens wurde
in den fUr die Graustufenanalyse standardisiert angefertigten Schnittbildern vorgenom-
men. Die Bildanalysesoftware musste zunachst fur beide Altersgruppen kalibriert und
der programmierte Code in das Bildvorbereitungsmakro integriert werden. Fir die Er-
fassung der HB war das horizontale Schnittbild maflgeblich (Abbildung 5). Dieses
wurde an dem Ort des maximalen Hodendurchmessers aufgenommen und zeigte
zentral den Querschnitt des Mediastinum testis als hyperechogene punktformige
Struktur. Zunachst erfolgte die Bestimmung der maximalen Distanz zwischen dem
Zentrum des Mediastinum testis und der Grenze des Hodens zur Tunica albuginea auf
der schallkopfabgewandten (medialen) Seite des Hodens mit einem elektronischen Li-
neal (mm). Der Messwert musste im Anschluss verdoppelt werden, um die maximale
Hodenbreite zu kalkulieren. Die Hodenbreite (B) konnte unter Berlicksichtigung einer
moglichen Kompression der schallkopfnahen Hodenhalfte durch den Schallkopf nicht
in kompletter Ausdehnung elektronisch gemessen werden.
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Abbildung 5: Querschnitt des Hodens eines OFF-Testebers. Darstellung der lateralen Tunica albuginea
(a), des testikuldaren Parenchyms (b), des Mediastinum testis (c) sowie der medialen Tunica albuginea
(d). Messung der maximalen Distanz zwischen dem Zentrum des Mediastinum testis und der Grenze
des testikularen Parenchyms zur medialen Tunica albuginea auf der schallkopfabgewandten Seite

Eine Erfassung des Hodenvolumens in vivo an den zwei Untersuchungszeitpunkten
diente der Darstellung der Dynamik der testikularen Entwicklung in der Pubertat der
Eber. Zur Kalkulation des Hodenvolumens (HV) mittels der Formel einer Ellipsoiden
war eine Messung der Lange (L; mm) und Breite (B; mm) des Hodens notwendig

(YOUNG et al. 1986).

HV (mm?3) =%><7T><1><L x(le)z
3 2 2
Die vollstandige Langsausdehnung der Hoden beider Altersgruppen konnte mit den
definierten und fur die Studie standardisierten Presets nicht innerhalb eines Schnittbil-
des dargestellt werden. Es wurde im Folgenden evaluiert, ob die fur die Volumenkal-
kulation bendtigte Hodenlange auch durch die Hodenbreite (B) x altersabhangiger
Faktor ersetzbar ist. Als erste Prastudie sollte hierfur die bereits durch SALIM et al.
(1995) am humanen Hoden beschriebene positive Korrelation zwischen der sonogra-
phischen und der manuellen Vermessung der Hoden mittels Seager®-Orchometer (Fa.
Seager Inc., Virginia, USA) fir die Spezies Schwein bestatigt werden. Fur die Unter-
suchung des Zusammenhanges zwischen sonographischer und manueller Messme-
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thode erfolgte bei 30 randomisiert ausgewahlten ON-Testebern die Messung der ma-
ximalen horizontalen testikularen Ausdehnung millimetergenau mittels beider Metho-
den.

In einer sich anschlieRenden Prastudie sollte im Anschluss eine altersabhangige Ratio
(r) von Lange und Breite des Hodens jeweils flr die ON- und OFF-Testeber ermittelt
werden. Zu diesem Zweck wurde bei 48 zufallig ausgewahlten ON-Testebern und 47
OFF-Testebern eine Vermessung der Hoden mittels Seager®-Orchometer durchge-
flhrt. Mit dem Seager®-Orchometer konnten im Gegensatz zur standardisierten Sono-
graphie beide Hodenmalde erfasst werden. Im Anschluss wurde die Hodenlange in der
Formel nach YOUNG (1986) durch Hodenbreite (B) x altersabhangiger Faktor ersetzt.

3.6 Untersuchung der feingeweblichen Hodenstruktur mittels computer-
gestiitzter Graustufenanalyse der Ultraschallbilder

3.6.1 Reproduzierbarkeit der Messungen

Die Beurteilung der Reproduzierbarkeit der computergestutzten Graustufenanalyse er-
folgte analog zu Kapitel 3.5.1. Fir jeden Eber dienten zwei Schnittbilder derselben
Ebene dem Vergleich. Das einzige Kriterium fur die Schnittbildauswahl war eine hohe
Bildqualitat wie unter 3.6.2 beschrieben.

3.6.2 Ablauf der computergestiitzten Graustufenanalyse des Hoden-
parenchyms

Der erste vorbereitende Schritt vor Beginn der eigentlichen computergestitzten Grau-
stufenanalyse war eine Validierung der Bildqualitat. Die Bildstruktur sollte mittelgradig
bis fein gekdrnt sein und das Bild ausreichend Platz zwischen Mediastinum testis und
Tunica albuginea fur das korrekte Positionieren der Messregion (Region of interest,
ROI) aufweisen. Bilder mit Bewegungsartefakten (verzerrtes Bild) und Bildfehlern
durch scrotale Verunreinigungen (kegelformiger Schallschatten mit Ausgangspunkt
aulderhalb der Tunica albuginea) wurden nicht zur Graustufenanalyse herangezogen.
Eine gute Bildqualitat vorausgesetzt, wurden fur jeden Hoden randomisiert zwei Bilder
zur Auswertung ausgewahlt. Folglich waren pro Eber und Altersgruppe die Pixelkon-
formation und -kolorierung in vier Bildern zu untersuchen. Ein beispielhaftes Rohbild
vor der Bildbearbeitung ist in Abbildung 6 a dargestellt.
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Der zweite Vorbereitungsschritt umfasste das Ausfuhren eines Sammelbefehls zur
Bildvorbereitung (Makro). Die Programmierung des Makros zur Bildvorbereitung er-
folgte eigens flr die Studie. Es umfasste das Ausschneiden des eigentlichen Schnitt-
bildes aus seinen Rahmeninformationen und die Kalibrierung abhangig von der Alters-
gruppe auf Grundlage der standardisierten Eindringtiefe der Schallwellen. Zusatzlich
wurde jedes Bild fur die Anzahl der dargestellten Grauabstufungen auf 8 Bit (definiert
als 82 = 256 Abstufungen) und eine monochrome Farbdefinition (Graustufen) konver-
tiert (Abbildung 6 b).

HRE LAE 2

Abbildung 6: Darstellung des testikularen Longitudinalschnittes eines OFF-Testebers mit Rahmeninfor-
mationen (Rohbild; a) sowie nach Ausflihren des Makros zur Bildvorbereitung (b). Es erfolgte eine
Konvertierung in 8 bit und Graustufen sowie eine altersabhangige Kalibrierung des Schnittbildes

Im Anschluss an die vorbereitenden Schritte lief die eigentliche computergestutzte
Bildanalyse ab. Zunachst erfolgte die Positionierung der ROl im Ultraschallbild. In An-
passung an die longitudinalen und transversalen Schnittbilder wurden fiir die ROI
elektronische Schablonen erstellt und zur weiteren Auswahl abgespeichert. Die
Schablonen hatten trotz variierender Formen einen standardisierten Inhalt von
18.000 = 100 Pixel (LIGNER 2009). Die ROI wurde auf Grundlage der studieneigenen
Fallstudie stets auf der schallkopfnahen Seite des Mediastinum testis positioniert. Ein
maximaler Abstand zum hypoechogen erscheinenden Streifen im sondennahen Ho-
denbereich einerseits und zur Tunica albuginea und dem Mediastinum testis anderer-
seits wurde eingehalten. Um die Pixel innerhalb der korrekt positionierten Messregion
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quantitativ und qualitativ auszuwerten, erfolgte die Berechnung der ein- und mehrdi-
mensionalen Graustufenparameter mittels eines Makros zur Bildanalyse (Image-Pro®
Premier, Fa. MediaCybernetics, Rockville, USA).

Die folgende Abbildung 7 stellt den Ablauf der computergestitzten Graustufenanalyse
dar.

» Bildvalidierung
1. Echotextur
l 2. Flache des auswertbaren Parenchyms

Bildauswahl

3. Artefakt-Freiheit

* Extraktion der Bildinformation
» Kalibrierung (altersabhangig)
* Konvertierung

Makro zur
Bildvorbereitung

A

Computergestutzte
Graustufenanalyse

!

Output

» Positionierung der Messregion (ROI)
* Positionierung der Messlinie
* Makro zur Bildanalyse

* Eindimensionale Graustufenparameter
* Mehrdimensionale Graustufenparameter
* Messwert fiir Hodenbreite

Abbildung 7: Schematischer Ablauf der computergestiitzten Graustufenanalyse des Hodenparenchyms

3.6.3 Eindimensionale Betrachtung der Graustufendistribution des
Hodenparenchyms

Eindimensionale Graustufenparameter dienten der Beschreibung der Distribution der
Pixel auf die 256 mdglichen Graustufen. Grundsatzlich folgten diese annahernd einer
Gaul¥’'schen Normalverteilung.

Die folgende Abbildung 8 zeigt ein Pixelhistogramm des Hodens eines OFF-Testebers.
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Abbildung 8: Pixelhistogramm des Hodenparenchyms eines OFF-Testebers mit Darstellung der Pixel-
verteilung (Pixelanzahl) auf die 256 Graustufen (Grauwert)

Auf dem Graustufenhistogramm basierend erfolgte die Kalkulation der eindimensiona-
len Parameter maximaler Grauwert (maximum grey value, MAX GV), minimaler Grau-
wert (minimum grey value, MIN GV) und mittlerer Grauwert (mean grey value, MEAN
GV) der Pixel innerhalb der ROI. Um die Varianz der Grauwerte im naheren und wei-
teren Bereich um den mittleren Grauwert darzustellen, gab die Software die Streu-
ungsparameter Standardabweichung des mittleren Grauwertes (standard deviation,
STD DEV) und Heterogenitat (heterogeneity, HET) aus. Die Standardabweichung des
mittleren Grauwertes als Quadratwurzel der Varianz bildete die Streuung aller Grau-
werte um den mittleren Grauwert ab. Die Heterogenitat gab an, welcher Prozentsatz
der Pixel Grauwerte aulderhalb des MEAN GV t 10% aufwies. Mittels der Heterogeni-
tat lieBen sich folglich die Randbereiche des Histogramms analysieren. Zusatzlich er-
folgte die Bestimmung der normalisierten Graustufenhistogrammbreite auf 5% Niveau
des haufigsten Grauwertes (normalized grey scale histogram width on 5% level,
NGHW 5%). Um eine Normalisierung des Graustufenhistogramms zu erreichen, ermit-
telte die Software zunachst den haufigsten Grauwert (most represented grey value,
GV MOST), der als 100% gesetzt wurde. Die Kalkulation der prozentualen Anteile an
Pixeln, die auf die Ubrigen Graustufen entfielen, erfolgte im Anschluss. Das normali-
sierte Graustufenhistogramm entstand durch das Auftragen der prozentualen Pixelan-
teile gegen den GV MOST. Um schlie3lich die normalisierte Graustufenhistogramm-
breite zu bestimmen, wurde eine horizontale Linie auf Hohe von 5% des GV MOST
gelegt. Die Differenz des ersten und letzten Graustufenwertes auf dieser Linie ergab
die NGHW 5% (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Normalisiertes Graustufenhistogramm des Hodenparenchyms eines OFF-Testebers mit
Darstellung der Graustufen 43-100, des haufigsten Grauwertes (GV MOST), des 5% Grenzniveaus
(grau schraffiert), der normalisierten Graustufenhistogrammbreite (NGHW 5%, schwarzer Balken) und
der Flache unterhalb des normalisierten Histogramms (area under the curve, AUC, grin)

Grauwerte mit einem Anteil unterhalb von 5% des haufigsten Grauwertes wurden nach
REIR (2013) als Bildartefakt (Rauschen) klassifiziert und nicht flr die Bestimmung der
NGHW 5% genutzt. Zur weitergehenden Auswertung des normalisierten Graustufen-
histogramms erfolgte zusatzlich die Berechnung der Flache unterhalb des normalisier-
ten Histogramms (area under the curve, AUC). Grundlage fur die Berechnung der AUC
bildete die totale Anzahl der Pixel in der ROI (18.000 + 100 Pixel). Die AUC ergab sich
aus dem Anteil der Pixel, der unterhalb der Kurve des normalisierten Graustufenhisto-
gramms und oberhalb des flinfprozentigen Grenzniveaus lag.

3.6.4 Mehrdimensionale Betrachtung der Gewebekomposition des
Hodenparenchyms

Die mehrdimensionalen Graustufenparameter zeigten die Verteilung der Grauwerte
innerhalb des untersuchten Messbereichs durch Beurteilung von Pixelgruppen mit de-
finiertem Zusammenhang (DELORME u. ZUNA 1995). So sollten Unterschiede in der
Gewebezusammensetzung, wie sie zum Beispiel durch verschiedene Zellpopulatio-
nen oder Ansammlungen von FlUssigkeit auftreten, quantifizierbar gemacht werden.
Der mittlere Gradientenbetrag (mean gradient value, GRAD) als Parameter der Gradi-
entenstatistik erster Ordnung zeigte die Variation der Grauwerte zwischen zentralen
Pixeln x (i, j) und ihren benachbarten Pixeln innerhalb der Messregion (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Berechnung des absoluten Gradientenwertes aus dem Grauwert des zentralen Pixels
x(i, j) in Bezug zu den Grauwerten der benachbarten Pixel (C, O, W, K) modifiziert nach LIGNER (2009)

Zunachst erfolgte die Berechnung des absoluten Gradientenwertes (AGV) eines zent-
ralen Pixels (x) zu den definierten Pixel (C, O, W, K).

AGV = \/((W —0)?+(0-K)?»

Zur Bestimmung des mittleren Gradientenbetrages (GRAD) fuhrte die Software die
Berechnung so lange fort, bis jeder Pixel innerhalb der Messregion einmalig der zent-
rale Bildpunkt x(i, j) war (DELORME u. ZUNA 1995). ,M* entsprach der Anzahl der
definierten zentralen Bildpunkte x (i, j). AnschlieRend erfolgte die Bildung des Mittel-
wertes aus allen AGV.

1
GRAD = Z AGV (i, )

i,jEROI

Der Maximalwert des GRAD berechnete sich bei 256 Graustufen definitionsgemaf

als V2 x 255 = 360,62. Ware das Bild vollstandig homogen, erhielte der GRAD den
Wert null (LIGNER 2009).

Zur weiteren Untersuchung der Gewebetextur eignete sich die Auswertung der mehr-
dimensionalen Grauwertematrix. Diese enthielt Informationen Uber die Haufigkeit der
Grauwertkombinationen zwischen definierten Bildpunkten und konnte durch den mitt-
leren Kontrast (CON) dargestellt werden.

Die Berechnung des mittleren Kontrastes von definierten Pixelpaaren ist in der folgen-
den Abbildung 11 schematisch dargestellt.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Berechnung des mittleren Kontrastes in einer Messregion.
Die Grauwertdifferenzen zwischen den Pixelpaaren werden spaltenweise von links nach rechts ausge-
lesen

Die Bestimmung der relativen Grauwertdifferenz zweier benachbarter Pixel ergab den
mittleren Kontrast des Pixelpaares. Zur Berechnung des mittleren Kontrastes (CON)
wurden die relativen Grauwertdifferenzen aller Pixelpaare innerhalb der ROl ausge-
wertet. ,R“ entsprach der Anzahl der verschiedenen Pixelpaare sowie (i — j)? der re-
lativen Grauwertdifferenz zwischen Pixel i und j. Des Weiteren beschrieb P(i, j) die
Haufigkeit des Auftretens einer Grauwertdifferenz.

1
CON =~ z (i — )2 % P(i,])

i,JEROI

Bei der Berechnung des CON berucksichtigte das Leseraster jedes Pixelpaar nur ein-
malig.

Die Kalkulation der Parameter GRAD, CON, NGHW 5% und AUC erfolgte nicht stan-
dardmafig durch die Bildanalysesoftware. Daher wurde eigens fur die vorliegende Stu-
die in der Programmiersprache Visual Basic® (Microsoft Corporation, Washington,
USA) fiir Image-Pro® Premier ein Skript erstellt. Die Ubertragung der Ergebnisse er-
folgte im Anschluss an die computergestiutzte Graustufenanalyse im Textformat (*txt)
in die Datenbank.
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3.7 Spermatologische Untersuchung

Die spermatologische Untersuchung der ersten aufeinander folgend produzierten Eja-
kulate der geschlechtsreifen Eber diente der Einschatzung der potentiellen Fertilitat
jeden Tieres und umfasste spermatologische Standardparameter zur Morphologie,
Motilitdt und Thermoresistenz der Spermien. Die Labormitarbeiter der Eberstationen
untersuchten das Nativsperma quantitativ. Die erfassten Daten (Ejakulatvolumen und
Spermienkonzentration im nativen Ejakulat) gingen in die Datenbank der vorliegenden
Studie ein. Die ersten Ejakulate eines Studienebers wurden im Anschluss an Quaran-
téane und Sprungtraining an das Referenzlabor des IFN Schénow e. V. zur Spermaan-
alyse ubersendet. Die Stationen verschickten die Proben per Nachtkurier und diese
erreichten am Folgetag das IFN. Nach dessen Vorgabe war die Spermiengesamtzahl
nach Verdinnung auf 2 Milliarden Spermien pro Tube standardisiert. Die Erfassung
der Ankunftstemperatur erfolgte mittels eines Infrarotthermometers (Thermofix Laser,
Fa. BTI Befestigungstechnik, Ingelfingen, Deutschland). Die Besamungsstation We-
ser-Ems stellte flr die Studie bereits Ejakulate aus der Quarantane und dann nachfol-
gend aus der Routineproduktion zur Verfugung. Die Stationen verwendeten einheitlich
handelstblichen Kurzzeit-Verdunner (Beltville Thawing Solution, BTS, Fa. Minitub,
Tiefenbach, Deutschland). Die Spermaanalytik erfolgte nach dem aktuellen Stand der
Wissenschaft und umfasste das im Folgenden abgebildete Untersuchungsspektrum
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Spermatologisches Untersuchungsspektrum

Parameter nativ. 24h 48h 72h
Spermienkonzentration im nativen Ejakulat (108 / pl) X

Anteil motiler Spermien nach 24 und 48 h Lagerung (%) X X

Anteil morphologisch normaler Spermien (%) X

Anteil motiler Spermien nach 72 h Lagerung und 30 bzw. 300 min X

Inkubation bei 38 °C (%)

Die Analyse der Ejakulate eines Ebers erfolgte so lange fortlaufend, bis zwei aufeinan-
der folgende Proben als tauglich eingestuft werden konnten. Mindestens zwei und ma-
ximal funf Ejakulate eines Ebers gingen in die Analyse ein.

3.71 Bestimmung der Spermienmorphologie

Fur die Bestimmung der Spermienmorphologie wurden 500 Mikroliter (ul) des verdunn-
ten Ejakulates mit 500 ul Formolfixierung 1% in einem Reaktionsgefal® (Fa. Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) fur die Beurteilung vermischt. Es wurden 4 pul dieser Probe auf
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einen Objekttrager gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und bei 640-facher Ver-
gréRerung im Phasenkontrastmikroskop (Leica DM 1.000 LED, Fa. Leica Microsys-
tems CMS, Wetzlar, Deutschland) untersucht. Eine morphologische Klassifikation er-
folgte bei 200 Spermatozoen (SCHULZE et al. 2014). Die Grenzwerte entsprachen der
Richtlinie des Bundesverbandes fur Rind und Schwein e. V. (BRS-Richtlinie, Anhang
8.2). Die folgende Tabelle 6 zeigt die Kriterien zur morphologischen Untersuchung.

Tabelle 6: Klassifizierung der Spermienmorphologie

Abkiirzung Morphologische Beurteilung Grenzwerte BRS-Richtlinie
N Intaktes Spermium 2 75%

K Abweichende Kopfform oder -grofie <5%

KK Kopfkappenveranderung <10%

KKD Primar deformierte Kopfkappen < 10%

M Mittelstlickdefekte nicht definiert
Ppr Proximale Plasmatropfen Ppr + Pdi < 15%
Pdi Distale Plasmatropfen Ppr + Pdi < 15%
PS Schleifenbildung mit Plasmatropfen <15%

S Schwanzveranderungen nicht definiert
MB Mehrlingsbildungen nicht definiert

Proximale Plasmatropfen (Ppr), distale Plasmatropfen (Pdi) und Plasmatropfen in
Schleife (PS) wurden zur Zytoplasmatropfenrate zusammengefasst (ZTR). Fur die
Folgeuntersuchungen lagerten die Proben in einem handelstblichen Kuhlschrank (Fa.
Beko, Neu-Isenburg, Deutschland), ausgestattet mit einer Klimakit-Steuerung fur Kahl-
schranke (Fa. Minitub, Tiefenbach, Deutschland) und bei einer Temperatur von 16 bis
18 °C.

3.7.2 Bestimmung des Anteils motiler Spermien

Die objektive Messung des Anteils motiler Spermien nach 24 und 48 h Lagerung sowie
nach 72 h Lagerung und 30 bzw. 300 min Inkubation bei 38 °C (Thermoresistenz)
erfolgte mittels dem computerassistierten Spermienanalysesystem (CASA) AndroVi-
sion®, welche vier Messfelder erfasste und auswertete (JUNG et al. 2015; SCHULZE
et al. 2019). Jedes Kurzvideo umfasste eine Zeitspanne von einer halben Sekunde
(entsprechend 30 Einzelbildern) und hielt 800 bis 1.200 Spermien zur Auswertung fest.
Die Software des CASA-Systems analysierte den Anteil motiler Spermien und den
Prozentsatz der Spermatozoen mit Plasmatropfen und Schleifen. Tabelle 7 zeigt die
fur die Studie genutzten Laborinstrumente.

50



Material und Methoden

Tabelle 7: Darstellung der Laborinstrumente und ihrer Ausstattung fiir die spermatologische Analyse

Instrumente Ausstattung Firma
CASA-System AndroVision® Mikroskop, Kamera Minitiib, Tiefenbach, D
(Version 1.0.0.9)
AXIO Scope A1 Mikroskop Carl Zeiss Microimaging,
Géttingen, D
10er Okular: Carl Zeiss Microimaging,
Zeiss E-Pl 10x Géttingen, D
20er Objektiv: Carl Zeiss Microimaging,
Zeiss LD A-Plan, Gottingen, D
20x / 0,35 Ph 1-
Beheizbarer Minittib, Tiefenbach, D
Mikroskop-Tisch
CCD-Kamera ScanStage Basler AG, Ahrensburg,
(Basler avA 1000-100gc) D
Leja-Kammer: Leja Products B.V.,
Leja Standard Count Nieuw Vennep, NL

4 Chamber slide micron

D = Deutschland, NL = Niederlande

Zur Messung des Anteils motiler Spermien nach 24 und 48 h Lagerung diente jeweils
1 ml des verdlinnten Ejakulates aus einem Reaktionsgefald (SCHULZE et al. 2015).
Der im Thermoblock (stuart block heater SBH130D, Fa. Bibby Scientific Limited,
Stone, UK) bei offenem Deckel auf 38 °C vorgewarmten Ejakulatprobe wurde 3 ul ent-
nommen und eine isotherme Leja-Kammer vollstandig mit einem Tropfen der
Spermiensuspension befillt. Der anschlielenden Auswahl der standardisierten Vor-
einstellungen (20er Objektiv; Spezies ,Eber”; ,vier auszuwertende Messfelder®; ,Trop-
fenerkennung® zur Erfassung der Plasmatropfen) folgte das automatische Abfahren
und Analysieren von vier Feldern der Messkammer im negativen Phasenkontrast. Die
Untersuchungsergebnisse wurden in Tabellenform direkt nach Microsoft® Excel 2013
(Fa. Microsoft, Redmond, USA) exportiert.

Die Thermoresistenz von Spermien kann Unterschiede in der Fertilitat von Ebern er-
klaren (SCHULZE et al. 2013; SCHULZE et al. 2019). In Vorbereitung fur die Messung
des Anteils motiler Spermien nach 72 h Lagerung und 30 bzw. 300 min Inkubation bei
38 °C (Thermoresistenztest 1 und 2) wurden 10 ml des verdlinnten Ejakulates in ein
Zentrifugenglas mit 15 ml Fassungsvermdgen (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, D) gegeben
und dieses offen im Wasserbad mit einer Temperatur von 38 °C inkubiert. Nach 30 min
Inkubation wurde die Probe dem Wasserbad entnommen und mehrmals geschwenkt.
Im Anschluss an die Entnahme von 3 ul der Spermiensuspension mit einer Rainin
PipetLite LTS Pipette L-10XLS+ (Fa. Mettler Toledo, Gielden, Deutschland) wurde ein
Tropfen zur Beflllung der Leja-Kammer genutzt. Nach Auswahl der aktuellen Unter-
suchungseinheit (A, B, C oder D) der Leja-Kammer entsprach das weitere Vorgehen
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der Erfassung des Anteils motiler Spermien nach 24 und 48 h Lagerung. Das ver-
dinnte Ejakulat wurde direkt nach Entnahme erneut in das Wasserbad gestellt und
weitere 270 min inkubiert. Die Messung der Thermoresistenz nach 300 min Gesamtin-
kubation erfolgte nach dem zuvor beschriebenen Vorgehen.

3.7.3 Klassifikation der Eber anhand der spermatologischen Befunde

Die Datenbank des IFN diente der Sammlung und Ubersicht aller spermatologischen
Befunde der Jungeber. Zur Einschatzung des umfassenden Spermaproduktionsver-
mogens erhielt jedes Tier am Ende der spermatologischen Untersuchungen eine Be-
wertungszahl (BWZ) maodifiziert nach WICKE (1991). Diese wurde fur die vorliegende
Arbeit auf Basis der spermatologischen Untersuchung um die BWZ 8 (Eber mit A- bzw.
Oligozoospermie) erganzt. Die Vergabe der Bewertungszahlen soll anhand der nach-
folgenden Tabelle 8 erlautert werden.

Tabelle 8: Kriterien fiir die Vergabe der Bewertungszahl modifiziert nach WICKE (1991)

Bewertungs- Bewertungskriterium Notige
zahl Ejakulate
1 Zwei aufeinander folgende taugliche Ejakulate 2
2 3
3 4
4 5
5 Zwei taugliche Ejakulate, nicht in Folge 5
6 Ein taugliches Ejakulat 5
7 Kein taugliches Ejakulat 5
8 A- bzw. Oligozoospermie 5

Die Bewertungszahl berucksichtigte alle eingesandten Ejakulate des Ebers. Der Klas-
sifikation ging eine Einteilung jeder Probe in die Kategorien ,tauglich“ oder ,nicht taug-
lich“ voraus. Diese Einteilung der Ejakulate fand auf Grundlage der Grenzwerte der
BRS-Richtlinie statt. Um eine Bewertungszahl zwischen 1 und 5 zu erzielen, waren
zwei taugliche Ejakulate notig. Die Bewertungszahlen 6 bis 8 wurden an Eber verge-
ben, die dieses Kriterium innerhalb von finf eingesandten Proben nicht erfillten. Die
Gewinnung der Ejakulate fand mit einer wéchentlichen Sprungfrequenz statt. Alle un-
tersuchten Ejakulate von Ebern mit Azoospermie enthielten bei mikroskopischer Ana-
lyse keine Spermien. Tiere mit Azoospermie wurden der Bewertungszahl BWZ 8 zu-
geordnet. Eber, die konstant Ejakulate mit einer verringerten Spermienkonzentration
von < 0,15 x 10%/ ul natives Ejakulat (Grenzwert flr die Spermienkonzentration von
Ebern < 9 Lebensmonaten nach BRS-Richtlinie) aufwiesen (Oligozoospermie), erhiel-
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ten ebenso die BWZ 8. Fir die statistische Analyse fand eine praxisrelevante Eintei-
lung der Eber in ,produktionstauglich® (BWZ 1 bis 5) und ,nicht produktionstauglich®
(BWZ 6 bis 8) statt. Diese Einteilung bericksichtigte die Eignung eines Ebers zur Pro-
duktion von Ejakulaten zur kinstlichen Besamung.

3.8 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte mittels IBM SPSS Version 25 (Fa. SPSS GmbH
Software, Miinchen, Deutschland) sowie Microsoft® Excel (Fa. Microsoft Corporation,
Redmond, USA). Dabei wurden die Daten zunachst deskriptiv dargestellt. Die sono-
graphischen Messergebnisse, die spermatologischen Parameter, die Kennzahlen des
Herkunftswurfs (WICKE 1991) sowie die Produktionsdaten wurden auf Normalitat ge-
pruft. Berlcksichtigt wurden fir jeden Parameter das Ergebnis des Kolmogorov-Smir-
nov-Anpassungstests, die Verteilung der Daten im Histogramm, die Deckung von Mit-
telwert und Median eines Parameters, Kurtosis und Schiefe der Daten sowie die Stich-
probengroflie. Unter Einbeziehung dieser statistischen Kenngrélten wurde eine Nor-
malverteilung der Daten der Graustufenanalyse angenommen. Fir die quantitativen
und qualitativen spermatologischen Parameter sowie fur die Kennzahlen des Her-
kunftswurfs und Produktionsdaten konnte auch unter Verwendung einer Datentrans-
formation keine einheitliche Normalverteilung erzielt werden. Diese Parameter wurden
im Folgenden nicht-parametrischen Testverfahren unterzogen.

Um Unterschiede zwischen den Gruppen der ON- und OFF-Testeber, der Gruppen
BWZ 1 bis 7 und BWZ 8, sowie den produktionstauglichen und -untauglichen Ebern
festzustellen, wurde jeweils ein T-Test flr unabhangige Stichproben durchgefiihrt. Die
Auswertung des T-Tests erfolgte unter Berlcksichtigung der Skedastizitat der Mess-
ergebnisse (Levene-Test).

Die Beurteilung der Reproduzierbarkeit der computergestitzten Graustufenanalyse
und der sonographisch gemessenen Hodenbreite erfolgte mittels eines T-Tests flr ge-
paarte Stichproben. Um die Korrelation der Messergebnisse zu beurteilen, folgte die
Bestimmung der Intra-Class-Korrelation tUber den Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman-Rho (rs).

Fur die Beurteilung der inter-testikularen Variabilitdt der Graustufenparameter wurden
fur jeden Eber und Testzeitpunkt die Differenzen der Graustufenparameter zwischen
rechtem und linkem Hoden gebildet und in einem Histogramm dargestellt.
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Zur Untersuchung der intra-testikularen Variabilitdt wurden die Graustufenparameter
innerhalb desselben Hodens zwischen den Schnittbildern (linker Hoden: Schnittbild 1
bis 4; rechter Hoden Schnittbild 5 bis 8) mittels einer Varianzanalyse (analysis of vari-
ances, ANOVA) untersucht. Unter BerUcksichtigung der Ergebnisse des Tests auf Ho-
mogenitat der Varianzen (Levene-Statistik) wurden im Anschluss posthoc-Tests
durchgefuhrt und ausgewertet. Fur Daten, die die Voraussetzungen fir die Homoske-
dastizitat erfillten, erfolgte der Tukey-Test. Daten mit Heteroskedastizitat wurden an-
hand der Ergebnisse des posthoc-Tests nach Games-Howell beurteilt. Im Anschluss
wurden die Eber anhand ihrer BWZ in die Gruppen ,produktionstauglich“ und ,nicht
produktionstauglich® eingeteilt und unter dieser Bedingung erneut die Differenzen der
Graustufenparameter zwischen den Schnittbildern des jeweils linken und rechten Ho-
dens ermittelt.

Die Bewertung der Chance (Odds-Ratio), aufgrund der Ergebnisse der testikularen
Graustufenanalyse im ON- und OFF-Test ein nicht produktionstauglicher Eber zu wer-
den, erfolgte unter Berucksichtigung der Ergebnisse der Kapitel 4.5.3 sowie 4.6. Es
erfolgte die Kalkulation der Anzahl der Eber fur die in folgender Kreuztabelle (Tabelle
9) dargestellten Bedingungen.

Tabelle 9: Kreuztabelle als Grundlage fur die Kalkulation der Odds-Ratio. Der Graustufenparameter
dient als untersuchte Variable fur die Faktoren nicht produktionstauglich, produktionstauglich sowie ein
Uberschreiten (= Grenzwert) oder Unterschreiten (< Grenzwert) des Grenzwertes fiir die Ebergruppen.
a = Anzahl der nicht produktionstauglichen Eber mit einem Graustufenparameter = Grenzwert, b = An-
zahl der produktionstauglichen Eber mit einem Graustufenparameter = Grenzwert, ¢ = Anzahl der nicht
produktionstauglichen Eber mit einem Graustufenparameter < Grenzwert, d = Anzahl der produktions-
tauglichen Eber mit einem Graustufenparameter < Grenzwert

Nich .
Graustufen- ¢ t produktions-
arameter produktions- tauglich
P tauglich &
2 Grenzwert a b
< Grenzwert c d
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Die Kalkulation der Odds-Ratio fand nach folgender Formel statt:

a
(a+c)

0dds — Ratio = ( ) x (1-—

b+ d))
Es erfolgte die Berechnung des 95%-Konfidenzintervalls auf Grundlage des Wilson-
Scores ohne Kontinuitatskorrektur.

Die segmentale nicht-lineare Regressionsanalyse fand unter Anwendung von Sig-
maPlot Version 14 (Fa. Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) statt. Dafur
wurde eine Normalverteilung der Daten, eine Unabhangigkeit der Residuen sowie eine
Homogenitat der Varianzen als Bedingungen berucksichtigt. Fur nicht-parametrische
spermatologische Parameter erfolgte zunachst eine logarithmische Transformation.
Die Kalkulation der Segmente fand auf Grundlage des Marquardt-Levenberg Algorith-
mus innerhalb der genannten Software statt. Fur die Analyse kam folgender Algorith-
mus zur Anwendung:

Zwei-segmentale lineare Regression:

yi(Ti—t) +y,(t—1ty)

f= —
1 1
Yoty —t) +ya(t =T, t,<t<T;
tz_Tl T‘[Etgtz

t = unabhangige Variable (Graustufenparameter); t1 = min(t); t2 = max(t); f = y; abhangige Variable
(spermatologische Parameter); y1 = min(y); y2 = zweiter segmentbestimmender Wert des spermatolo-
gischen Parameters; y3 = max(y); T1 = intersegmentaler Wert

Der Zusammenhang zwischen den Kennzahlen des Herkunftswurfs, den Produktions-
daten der Eber im OFF-Test und der Einteilung der Population in produktionstaugliche
und nicht produktionstaugliche Eber erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.

Fur die statistische Bewertung fanden folgende Signifikanzniveaus unter entsprechen-
der Kennzeichnung Anwendung:

*P <0,05; **P <0,01; ™ P <0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Reproduzierbarkeit der Messungen

Die sonographischen testikularen Doppelmessungen an 19 OFF-Testebern dienten
der Beurteilung der Zuverlassigkeit der Ultraschallmessungen.

Die Ultraschallmessung der halben Hodenbreite war sehr gut reproduzierbar
(rs = 0,98; P =0,000). Die Mittelwerte der Messungen der Hodenbreite mittels Sono-
graphie (34 £ 3 mm) und mittels Orchometer (35 + 3 mm) waren nicht signifikant un-
terschiedlich. Beide Methoden konnten gleichwertig zur Bestimmung des Messwertes
Hodenbreite eingesetzt werden. Es ergab sich ein signifikant positiver Zusammenhang
(. =0,77; P =0,000) zwischen den beiden Messmethoden.

Die Graustufenparameter des testikularen Parenchyms wiesen insgesamt hohe Intra-
Class-Korrelationskoeffizienten (rs =2 0,78; P = 0,000) und damit eine gute Reprodu-
zierbarkeit auf. Eine moderate Wiederholbarkeit (rs = 0,64; P = 0,001) zeigte der Grau-
stufenparameter GRAD. Den niedrigsten Intra-Class-Korrelationskoeffizienten und da-
mit eine schlechte Wiederholbarkeit wies der Graustufenparameter CON (rs = 0,30;
P = 0,142) auf. Nachfolgend zeigt die Tabelle 10 fur die Hodenbreite sowie die Grau-
stufenparameter die Intra-Class-Korrelationskoeffizienten.

Tabelle 10: Darstellung der Intra-Class-Korrelationskoeffizienten mit der zugehdérigen Signifikanz (P) fur
die Graustufenparameter (GS-Parameter) sowie die halbe Hodenbreite (OFF-Test: n = 19 Eber)

GS- Beschreibung Intra-Class- P
Parameter Korrelationskoeffizient

MEAN GV Mittlerer Grauwert 0,99 0,000
HB halbe Hodenbreite 0,98 0,000
MIN GV Minimaler Grauwert 0,93 0,000
NGHW 5% Normalisierte Graustufenhistogrammbreite 5% 0,91 0,000
MAX GV Maximaler Grauwert 0,88 0,000
AUC Flache unterhalb des normalisierten Histogramms 0,79 0,000
HET Heterogenitat 0,78 0,000
GRAD Mittlerer Gradientenbetrag 0,64 0,001
CON Mittlerer Kontrast 0,30 0,142

4.2 Makroskopische Auswertung der Ultraschallaufnahmen

Zwischen ON- und OFF-Test stieg die visuell beurteilte Echogenitat des Hodengewe-
bes an. Die testikularen Schnittbilder zeigten eine moderate Echogenitat zum ON-Test
und ein hyperechogenes Erscheinungsbild zum OFF-Test. Zeitgleich stellte sich die
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Echotextur des Gewebes mit zunehmendem Alter der Eber feiner gekérnt und homo-
gener dar.

Abbildung 12 dient der vergleichenden Darstellung der longitudinalen Schnittbilder von
ON- und OFF-Testebern.

Abbildung 12: Langsschnitte des Hodens eines ON-Testebers (A) sowie eines OFF-Testebers (B) zur
vergleichenden Darstellung. Kennzeichnung des Scrotums (a), der lateralen Tunica albuginea (b), des
testikularen Parenchyms (c), des Mediastinum testis (d), der medialen Tunica albuginea (e), des be-
nachbarten Hodens (f) sowie im linken Bild der Vorlaufstrecke (g)

4.3 Entwicklung des Hodenvolumens

Fur die Analyse der Hodenvolumina standen im ON-Test die Messwerte von 215 linken
und 217 rechten Hoden zur Verfugung. Im OFF-Test konnten die Volumina von 216
linken Hoden und 210 rechten Hoden bestimmt werden. Es ergab sich eine Differenz
des Stichprobenumfangs beider Hoden, da betriebs- und ablaufbedingt bei einigen
Ebern nur der Messwert fur die Hodenbreite eines Hodens erfasst werden konnte. Die
genutzte altersabhangige Ratio zwischen Hodenlange und -breite betrug fur die ON-
Testeber r (ON-Test) = 1,79 und fir die OFF-Testeber r (OFF-Test) = 1,73. Die alters-
entsprechende Ratio multipliziert mit der jeweiligen Hodenbreite diente dem Ersatz des
Faktors ,Hodenlange® innerhalb der Formel zur Kalkulation des Hodenvolumens (Ka-
pitel 3.5). Das Hodenvolumen betrug bei den ON-Testebern fur den linken Hoden
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22 £ 11 ml und fur den rechten Hoden 23 £ 11 ml. Linker und rechter Hoden im ON-
Test zeigten keinen signifikanten Volumenunterschied. Uber den Testzeitraum erfolgte
eine 7,5-fache Zunahme des testikularen Volumens auf 159 £ 60 ml (linker Hoden)
bzw. 174 + 64 ml (rechter Hoden) gemessen im OFF-Test. Der rechte Hoden war im
OFF-Test signifikant gro3er als der linke (P = 0,014). Zwischen den Hodenvolumina
im ON- und jenen im OFF-Test bestand ein hochsignifikanter Unterschied (jeweils fr
linken und rechten Hoden: P = 0,000).

Die Dynamik der Hodenentwicklung im Testzeitraum ist in Abbildung 13 dargestellt.

6007 Ollinker Hoden

Nrechter Hoden
* sk %

500 [ |

400 —3
(3]

o 0]
Y

300 — g

Hodenvolumen (ml)

200

(L1

100 -

L&

0- | T
ON OFF
Testzeitpunkt

Abbildung 13: Darstellung der Entwicklung des Hodenvolumens im Testzeitraum. ON-Test: n =215
(linke Hoden), n =217 (rechte Hoden) (OFF-Test: n= 216 linke Hoden bzw. 210 rechte Hoden);
**P <0,01; ***P < 0,001
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4.4 Testikulare Graustufenanalyse

4.4.1 Einfluss des Ankopplungsdruckes und des Mediastinum testis
auf die Ergebnisse der Graustufenanalyse des Hoden-
parenchyms

Fur die Ankopplung des Schallkopfes an das zu untersuchende Hodenparenchym war
eine gewisse Druckapplikation durch die schallkopffuhrende Hand notwendig, um Ar-
tefakte zu vermeiden. Um den applizierten Druck als Einflussfaktor auf die computer-
gestutzte Graustufenanalyse zu quantifizieren, wurden die Messergebnisse der eindi-
mensionalen Graustufenparameter MAX GV, MIN GV und MEAN GV sowie der Streu-
ungsmalde HET und STD DEV innerhalb einer Teststudie zwischen drei Messregionen
bestimmt. Die ROl waren von identischer Grofe (18.000 £ 100 Pixel) und das genutzte
Transversalschnittbild des Hodens eines OFF-Testebers wurde unter Praxisbedingun-
gen aufgenommen. ROI 1 (grin) wurde nahe der Schallquelle in der Region mit dem
vermuteten hdochsten Ankopplungsdruck positioniert. Die zweite ROI (rot) befand sich
in einem Bereich zwischen Schallquelle und Mediastinum testis. ROl 3 (gelb) lag im
Einflussbereich moglicher Artefakte durch das Mediastinum testis, aber maximal ent-
fernt von der Schallquelle (Abbildung 14).

Abbildung 14: Teststudie am Hoden eines OFF-Testebers im Transversalschnitt mit drei Messregionen
zur Untersuchung des Einflusses einer Druckapplikation auf die eindimensionalen Graustufenparameter
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Die Ergebnisse der computergestitzten Graustufenanalyse der drei Messregionen
sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Ergebnisse der Teststudie am Hoden eines OFF-Testebers mit vergleichender Betrachtung
der eindimensionalen Graustufenparameter maximaler Grauwert (MAX GV), minimaler Grauwert (MIN
GV), mittlerer Grauwert (MEAN GV) sowie der Streuungsparameter Standardabweichung des mittleren
Grauwertes (STD DEV) und Heterogenitat (HET) in drei unterschiedlich positionierten, standardisierten
(18.000 * 100 Pixel) Messregionen (ROI)

Messregion MAX GV MIN GV MEAN GV STD DEV HET
ROI 1 109 28 65.4 13,2 0,029
ROI 2 119 49 82.7 9,9 0,007
ROI 3 114 53 79.5 7,8 0,001

In ROI 1 zeigten MAX GV, MIN GV und MEAN GV niedrigere Werte vergleichend zu
ROI 2 und 3. Diese Ergebnisse stutzten die subjektive Wahrnehmung eines hypoecho-
genen Streifens im schallquellennahen Bereich. Die Streuung der Graustufenwerte
war schallquellennah (ROI 1) groRer als schallquellenfern (ROI 2 und 3). ROI 3 befand
sich im Schallschatten des Mediastinum testis und wies niedrigere Grauwerte gegen-
uber ROI 2 auf. Der MIN GV spiegelte die beobachtete Tendenz nicht wider und war
in ROI 3 groRer als in ROI 2. Die tatsachlichen feingeweblichen Verhaltnisse des tes-
tikularen Parenchyms lie3en sich den Ergebnissen der Teststudie zufolge am besten
in ROI 2 mit einem minimierten Einfluss des Anpressdruckes und ohne Auswirkung
des Schallschattens des Mediastinum testis auf die Pixelqualitat beurteilen. ROl 2
wurde im Anschluss fur die Auswertung der Graustufen des Hodenparenchyms der
ON- und OFF-Testeber verwendet.

442 Anpassung der Graustufenanalyse unter Priifung der Nutzung
zweier Schnittbilder

Aus der Vorgabe, die Graustufenanalyse des Hodengewebes eines Ebers zeitsparend
und damit praxistauglich durchzufiihren, entstand die Fragestellung, ob die Auswer-
tung von Schnittbildern pro Tier und Test auf ein aussagekraftiges Mindestmal? redu-
zierbar ist. FUr die Untersuchung standen Daten von 191 ON- und 205 OFF-Testebern
zur Verfligung. Zunachst wurde evaluiert, ob ein Schnittbild eines Hodens pro Tier und
Test fur eine aussagekraftige Analyse ausreicht. Dazu erfolgte innerhalb der Studie
eine randomisierte Auswahl von zwei aus vier moglichen Bildern flir jeden Eber am
ON- und OFF-Test. Die Schnittbildkombination enthielt jeweils ein Schnittbild von rech-
tem und linkem Hoden mit je einem Messergebnis pro Hoden flir die Distanz zwischen
Mediastinum testis und Tunica albuginea (halbe Hodenbreite).
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4.4.2.1 Inter-testikulare Variabilitat der Graustufenparameter eines Ebers im
ON- und OFF-Test

Zunachst wurde die Fragestellung untersucht, inwieweit die separate Graustufenana-
lyse beider Hoden homogene Ergebnisse liefern kann und damit die Auswertung eines
Hodens als ausreichend zu betrachten ist. Es erfolgte die Analyse, inwiefern sich linke
und rechte Hoden derselben Eber und Testgruppen bezuglich der Ergebnisse der
Graustufenanalyse signifikant voneinander unterscheiden. Dazu erfolgte die randomi-
sierte Auswahl des eindimensionalen Graustufenparameters MAX GV sowie des
mehrdimensionalen Graustufenparameters GRAD. So wurde sichergestellt, dass so-
wohl eine Berlcksichtigung der Haufigkeiten als auch der Verteilung der in der Mess-
region vorkommenden Grauwerte fur die Analyse erfolgte.

Die Untersuchung der Variabilitat der randomisiert ausgewahlten Graustufenparame-
ter MAX GV und GRAD innerhalb der Transversal-Schnittbilder des linken und rechten
Hodens eines Ebers (inter-testikulare Variabilitat) ist schematisch in Abbildung 15 dar-
gestellt.

Linker Hoden Rechter Hoden

AMAX GV
AGRAD

Transversal-
Schnittbild

Transversal-
Schnittbild

lateral medial lateral

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Untersuchung der Variabilitdt der Graustufenparameter
maximaler Grauwert (MAX GV) sowie mittlerer Gradientenbetrag (GRAD) innerhalb der Transversal-
Schnittbilder des linken und rechten Hodens eines Ebers. Bestimmung der Differenz (A) der Messer-
gebnisse jeweils fur ON-Test und OFF-Test

In den folgenden Diagrammen (Abbildung 16) wurden die Resultate fur die inter-testi-
kulare Variabilitat fur ON- und OFF-Test getrennt dargestellt. Fur jedes Tier erfolgte
zunachst die Kalkulation der Differenz des eindimensionalen Graustufenparameters
MAX GV zwischen dem linken und rechten Hoden. Flir den mehrdimensionalen Grau-
stufenparameter GRAD wurde analog verfahren.
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Abbildung 16: Darstellung der Variabilitdt der Graustufenparameter maximaler Grauwert sowie mittlerer
Gradientenbetrag zwischen den Transversal-Schnittbildern des linken und rechten Hodens eines Ebers.
Angegeben sind der Anteil an ON-Testebern (%, linke Abbildungen) und der Anteil an OFF-Testebern
(%, rechte Abbildungen) mit den Differenzen der jeweiligen Graustufenparameter zwischen beiden Ho-
den (ON-Test: n = 191 Eber; OFF-Test: n = 205 Eber)

Der Groldteil der Eber wies deutliche Differenzen in der Messung desselben Graustu-
fenparameter innerhalb der Transversal-Schnittbilder des linken und rechten Hodens
auf. Dieses Ergebnis zeigte sich konstant sowohl beim ON- als auch beim OFF-Test.
Die Jungeber, bei denen das Messergebnis sowohl fur den linken als auch fur den
rechten Hoden gleich war (Graustufendifferenz = 0), machten sowohl fur den MAX GV
als auch fur den GRAD weniger als 20% der gesamten Studienpopulation aus.

Als Konsequenz aus den Ergebnissen der inter-testikularen Variabilitatsanalyse wurde
in der vorliegenden Studie jeweils ein Schnittbild pro Hoden, also eines vom linken und
eines vom rechten Organ, fur die Graustufenanalyse ausgewertet. In die graustufen-
analytische Auswertung der Schnittbilder des ON- und OFF-Tests gingen folglich je
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zwei Schnittbilder pro Eber ein. Die ausschlielliche Untersuchung eines Hodens pro
Eber fur die Graustufenanalyse eines Untersuchungstages wurde aufgrund der deutli-
chen Streuung der randomisiert ausgewahlten Graustufenparameter MAX GV und
GRAD zwischen den beiden Hoden eines Individuums verworfen.

4.4.2.2 Intra-testikulare Variabilitat der Graustufenparameter eines Ebers im
ON- und OFF-Test

Im Anschluss an die Untersuchung der inter-testikularen Variabilitdt erfolgte die Be-
trachtung der Graustufenparameter in Transversal- und Longitudinal-Schnittbildern ei-
nes Hodens (intra-testikulare Variabilitat) zum ON- und OFF-Test (Abbildung 17). Die-
ser Schritt diente der Beantwortung der Fragestellung, inwieweit die vier erstellten
Schnittbilder eines Hodens gleichwertig zur Graustufenanalyse der Eber herangezo-
gen werden kdnnen.

Linker Hoden Rechter Hoden

lateral medial lateral

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Schnittbilder des linken und rechten Hodens (1 bis 8). Die
Bestimmung der intra-testikularen Variabilitat erfolgte fur alle Graustufenparameter innerhalb des linken
sowie des rechten Hodens zum ON-Test bzw. OFF-Test

Da unterschiedliche Schnittbilder eines Hodens bezuglich ihrer Graustufenergebnisse
miteinander verglichen wurden, erfolgte fur die Beurteilung der intra-testikularen Vari-
abilitat eines Graustufenparameters die Angabe des Signifikanzniveaus. Die exakten
Ergebnisse sind im Anhang (Tabelle 20) dargestellt.

Die Varianzanalyse und der nachfolgende posthoc-Test ergaben fur die unterschiedli-
chen Schnittbilder des linken Hodens im ON-Test fur den Graustufenparameter MIN
GV signifikante Unterschiede zwischen den Schnittbildkombinationen (P < 0,01). Die
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verschiedenen Schnittbilder des rechten Hodens im ON-Test unterschieden sich sig-
nifikant fur die Graustufenparameter STD DEV (P <0,01), HET (P <0,05) sowie
NGHW 5% (P < 0,01).

Fur die Schnittbildkombinationen des linken Hodens im OFF-Test ergaben sich signi-
fikante Unterschiede fur die Graustufenparameter MAX GV (P <0,01), MEAN GV
(P<0,001), STD DEV (P <0,01) sowie NGHW 5% (P <0,001). Die verschiedenen
Schnittbilder des rechten Hodens im OFF-Test wiesen signifikante Unterschiede fur
die Graustufenparameter MAX GV (P <0,01), MEAN GV (P < 0,05), HET (P < 0,05)
sowie NGHW 5% (P < 0,05) auf.

Alle Ubrigen Graustufenparameter zeigten fur die intra-testikularen Schnittbildkombi-
nationen und die beiden Testzeitpunkte in der Varianzanalyse und nachfolgendem
posthoc-Test keine signifikanten Unterschiede. Die Resultate der Analyse deuteten
darauf hin, dass nicht alle Graustufenparameter Uber die Schnittbilder eines Hodens
und Tests konstante Ergebnisse liefern. Geeignet flr die nachfolgende Graustufen-
analyse stellten sich fur den ON-Test die Graustufenparameter MAX GV, MEAN GV,
AUC und GRAD heraus. Im OFF-Test ergaben die Graustufenparameter MIN GV und
AUC konstante, nicht signifikant unterschiedliche Ergebnisse bei der Analyse der un-
terschiedlichen Schnittbilder eines Hodens.

Die Ergebnisse der Analyse von intra- und inter-testikularer Variabilitat der Graustu-
fenparameter resultierten fur die vorliegende Studie in der Vorgehensweise, den rech-
ten und linken Hoden zu beiden Testzeitpunkten getrennt voneinander zu beurteilen.
Zusatzlich wurden die Graustufenparameter MAX GV, MEAN GV, AUC und GRAD
(ON-Test) sowie MIN GV und AUC (OFF-Test) fur die Graustufenanalyse als beson-
ders verlasslich eingestuft. Sie wiesen eine geringe, nicht signifikante Varianz zwi-
schen den Schnittbildern eines Hodens eines Tieres auf.

443 Dynamik der Graustufenparameter beider Hoden und Alters-
gruppen

FUr die Graustufenanalyse standen die vollstandigen Datensatze von je einem Schnitt-
bild des rechten und des linken Hodens von 191 ON-Testebern und 205 OFF-Teste-
bern zur Verfugung. Tiere mit nur einem Schnittbild im ON- oder OFF-Test wurden fur
den jeweiligen Testtag in der Analyse nicht bertcksichtigt. Die Beschreibung der Grau-
stufenparameter erfolgte fur die Populationen der ON- und OFF-Testeber jeweils fur
den linken und rechten Hoden. Dabei stiegen die Mittelwerte der eindimensionalen
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Parameter MAX GV, MIN GV und MEAN GV zwischen ON- und OFF-Test an. Die STD
DEV sowie die HET des Gewebes nahmen mit steigendem Alter der Eber insgesamt
ab. Die NGHW 5% wurde geringer, gleichzeitig stieg die AUC an. Der mehrdimensio-
nale Parameter GRAD nahm im Testzeitraum ab. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass das testikulare Gewebe mit steigendem Alter der Eber vermehrt hellere Grau-
werte und eine geringere Streuung der Graustufen zeigt. Die Ergebnisse sind in Ta-
belle 12 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 12: Darstellung der Ergebnisse der Graustufenanalyse der Hoden zum ON- und OFF-Test

GS-Parameter Test Hoden Min Max Mw SD
MAX GV ON links 63 169 103,87 18,01
rechts 68 187 102,96 15,64
OFF links 73 147 106,79 11,16
rechts 77 144 108,29 11,23
MIN GV ON links 0 66 29,49 12,32
rechts 3 69 31,34 11,45
OFF links 11 55 36,48 7,22
rechts 18 61 37,48 7,12
MEAN GV ON links 36,74 103,49 64,87 12,08
rechts 37,33 98,29 65,86 11,57
OFF links 42,53 87,08 68,36 6,92
rechts 53,10 86,83 69,62 6,94
STD DEV ON links 5,57 18,53 10,35 2,32
rechts 4,98 18,07 9,82 1,87
OFF links 5,52 16,16 9,95 1,76
rechts 5,42 14,69 9,91 1,78
HET (%) ON links 0 0,156 0,019 0,026
rechts 0 0,153 0,013 0,019
OFF links 0 0,106 0,011 0,013
rechts 0 0,065 0,011 0,013
NGHW (5%) ON links 24 80 4517 10,45
rechts 20 85 43,35 8,89
OFF links 25 73 43,58 7,77
rechts 22 60 43,26 7,78
AUC (%) ON links 0,945 0,991 0,975 0,008
rechts 0,946 0,992 0,975 0,009
OFF links 0,957 0,992 0,979 0,006
rechts 0,955 0,992 0,979 0,006
GRAD ON links 6,04 15,91 10,59 1,94
rechts 6,00 15,87 10,42 2,03
OFF links 5,17 14,87 9,28 1,76
rechts 4,87 13,87 9,28 1,85

Graustufenparameter (GS-Parameter): maximaler Grauwert (MAX GV), minimaler Grauwert (MIN GV), mittlerer Grauwert
(MEAN GV), Standardabweichung des mittlerer Grauwertes (STD DEV), Heterogenitat (HET), normalisierte Graustufenhisto-
grammbreite auf 5% Niveau (NGHW 5%), Flache unterhalb des normalisierten Histogramms (AUC), mittlerer Gradientenbetrag
(GRAD) bei ON- und OFF-Testebern (Test). Fur den linken und rechten Hoden getrennte Darstellung des Minimums (Min),
Maximums (Max), Mittelwertes (MW) sowie der Standardabweichung (SD) (ON-Test: n = 191 Eber; OFF-Test: n =205 Eber)
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Es erfolgte eine Untersuchung der Graustufenparameter auf signifikante Unterschiede
zwischen linkem und rechtem Hoden zum selben Testzeitpunkt (ON- oder OFF-Test).
Im Anschluss fand eine Untersuchung der Unterschiede der Graustufenparameter zwi-
schen linkem und rechtem Hoden und den beiden Testzeitpunkten (ON- und OFF-
Test) statt.

Die folgende Darstellung zeigt die Unterschiede der acht Graustufenparameter zwi-
schen linkem und rechtem Hoden und ON- und OFF-Test (Abbildung 18).

Abbildung 18: Darstellung der Entwicklung der Graustufenparameter maximaler Grauwert, minimaler
Grauwert, mittlerer Grauwert, Standardabweichung des mittleren Grauwertes, Heterogenitat, normali-
sierte Graustufenhistogrammbreite auf 5% Niveau, Flache unterhalb des normalisierten Histogramms
sowie mittlerer Gradientenbetrag zwischen ON- und OFF-Test unter getrennter Beriicksichtigung beider
Hoden. Abbildung der signifikanten Unterschiede zwischen den Hoden zu einem Testzeitpunkt (ON-
Test n = 191 Eber; OFF-Test: n = 205 Eber); *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001
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4.5 Spermatologische Untersuchung

FUr die spermatologische Analyse standen 643 Ejakulate von 218 Ebern zur Verfu-
gung. Zuerst erfolgte die Durchfuhrung der unter 3.8 beschriebenen Testverfahren zur
Prifung auf Normalverteilung der spermatologischen Parameter. Diese ergab eine
Normalverteilung des Parameters Spermiengesamtzahl im Ejakulat. Fir die Ubrigen
Parameter wurden die Tests nach logarithmischer Transformation der Daten erneut
durchgefiihrt. Die logarithmierten Parameter Ejakulatvolumen, Anteil morphologisch
normaler Spermien, Anteil Spermien mit Kopfkappenveranderung, Zytoplasmatropfen-
rate und Anteil motiler Spermien nach 72 h Lagerung und 30 min Inkubation (TRT 1)
wiesen im Anschluss an die Transformation eine Normalverteilung auf. Fur die Para-
meter Spermienkonzentration im nativen Ejakulat, Anteil Spermien mit abweichender
Kopfform, Anteil Spermien mit primar deformierten Kopfkappen sowie die Parameter
Anteil motiler Spermien nach 24 und 48 h Lagerung sowie nach 72 h Lagerung und
300 min Inkubation (TRT 2) bestand auch nach Transformation keine Normalvertei-
lung. Alle spermatologischen Parameter wurden im Weiteren nicht-parametrischen
Testverfahren unterzogen.

4.5.1 Deskriptive Statistik der spermatologischen Untersuchungs-
ergebnisse

Es erfolgte fir jedes der Ejakulate 1 bis 5 die Kalkulation der Maxima, Minima, Medi-
ane, der ersten und dritten Quartile sowie des Interquartilsabstandes (interquartile
range, IQR). Die Temperatur der Ejakulate bei Ankunft lag zwischen 17,2 und 20,4 °C.

Die deskriptiven Ergebnisse flir die quantitativen spermatologischen Parameter wur-
den in Tabelle 13 zusammengefasst. Die Darstellung der Ergebnisse der deskriptiven
Statistik flr die qualitativen spermatologischen Parameter erfolgte in Tabelle 14.
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Tabelle 13: Deskriptive Ergebnisse fir die Analyse der quantitativen spermatologischen Parameter der
Ejakulate 1 bis 5

Ejakulat Min Max Median Qo.25-Qo,75 IQR
Ejakulatvolumen (ml) 1 44 285 129 100-170 70
2 63 361 147 114-185 71
3 33 333 150 114-188 73
4 55 450 150 120-206 86
5 33 250 155 124-190 66
Spermienkonzentration 1 0 1,23 0,41 0,30-0,57 0,27
(x 108/ ul) 2 0 0,89 0,38 0,29-0,48 0,19
3 0 0,85 0,35 0,28-0,47 0,18
4 0,06 0,81 0,33 0,25-0,42 0,18
5 0,01 0,91 0,34 0,28-0,49 0,21
Spermiengesamtzahl 1 0,0 103,3 57,0 42,8-70,0 27,2
(x 10°/ Ejakulat) 2 0,0 147,3 56,1 42,9-69,6 26,7
3 0,0 118,1 53,5 41,8-63,5 21,6
4 0,0 112,4 53,5 38,4-68,7 30,3
5 0,7 129,6 54,5 40,5-66,7 26,2

Es sind jeweils Minimum (Min), Maximum (Max), Median, erstes und drittes Quartil (Q25-Qrs), sowie der Interquartilsabstand
(interquartile range, IQR) dargestellt (n = 643 Ejakulate von 218 Ebern)

Tabelle 14: Deskriptive Ergebnisse fir die Analyse der qualitativen spermatologischen Parameter der
Ejakulate 1 bis 5

Qualitativer Parameter Ejakulat Min Max Median Qo.25-Qo,75 IQR
Anteil morphologisch normaler 2,5 96,5 83,8 76,0-88,5 12,5
Spermien (%) 00 97,0 85,5 78,5-90,0 11,5
0,0 95,5 81,8 72,6-87,4 14,8
2,5 92,5 82,5 71,4-86,5 15,1
12,5 94,0 79,5 69,5-84,5 15,0
18,9 97,8 84,1 76,5-91,0 14,5
0,0 96,4 83,3 73,3-88,8 15,5
0,0 94,7 76,5 63,8-85,8 22,0
31,4 91,0 76,9 64,5-83,4 19,0
19,2 91,2 80,9 71,9-85,4 13,4
7,3 98,0 82,7 75,1-86,8 11,7
0,0 96,5 82,3 74,0-86,0 121
6,6 92,9 77,7 70,4-84,0 13,6
19,9 91,2 76,9 64,7-83,4 18,8
221 90,3 78,7 68,7-83,9 15,2
9,7 96,4 79,7 71,6-84,6 13,0
0,0 96,5 80,4 74,5-85,5 11,0
57 96,4 75,7 66,7-81,4 14,7
6,6 86,0 72,3 59,2-79,2 20,0
7,5 87,8 75,8 63,7-80,7 17,0
3,2 88,6 44,9 24,4-63,2 38,8
0,0 91,3 49,5 26,9-64,4 37,5
4,9 84,7 43,9 23,4-57,0 33,6
2,0 82,7 38,9 16,2-52,7 36,5
3,8 81,2 30,7 12,1-56,5 44 .4
Es sind jeweils Minimum (Min), Maximum (Max), Median, erstes und drittes Quartil (Q25-Qrs) sowie der Interquartilsabstand
(interquartile range, IQR) dargestellt (n = 643 Ejakulate von 218 Ebern)

Anteil motiler Spermien nach 24 h
Lagerung (%)

Anteil motiler Spermien nach 48 h
Lagerung (%)

Anteil motiler Spermien nach 72 h
Lagerung und 30 min Inkubation
(Thermoresistenztest 1; %)

Anteil motiler Spermien nach 72 h
Lagerung und 300 min Inkubation
(Thermoresistenztest 2; %)
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Auf Grundlage der Ejakulatqualitat (Kapitel 3.7.3) erhielten 82,2% der Eber eine Be-
wertungszahl (BWZ) zwischen 1 und 5. Diese Eber wurden als , produktionstauglich®
klassifiziert. Eine ungenugende Spermabildungskapazitat mit einer BWZ zwischen 6
und 8 zeigten 17,8% der Eber. Die Gruppe BWZ 8 bestand aus Ebern, die aufgrund
einer zu geringen Spermienkonzentration < 0,15 x 10° / pl im nativen Ejakulat fur den
Besamungseinsatz ungeeignet waren (3,2%). Alle Eber zwischen BWZ 6 und 8 gehor-
ten der Kategorie ,nicht produktionstauglich“ an.

Die folgende Abbildung 19 veranschaulicht die Verteilung der untersuchten Eber auf
die acht Bewertungszahlen (BWZ 1 bis 8).

[ produktionstauglich

60— I nicht produktionstauglich
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40—
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Abbildung 19: Darstellung der Verteilung der Eber auf die acht Bewertungszahlen (BWZ) anhand der
Spermaqualitatskriterien Spermienkonzentration im nativen Ejakulat, Anteil morphologisch normaler
Spermien, Anteil motiler Spermien nach 24 h und 48 h Lagerung sowie dem Anteil motiler Spermien
nach 72 h Lagerung und 30 bzw. 300 min Inkubation bei 38 °C. Eber mit einer BWZ zwischen 1 und 5
wurden als produktionstauglich, Tiere mit einer BWZ zwischen 6 und 8 als nicht produktionstauglich
klassifiziert, siehe Tabelle 8 (n = 218 Eber)

4.5.2 Vergleich der produktionstauglichen und nicht produktionstaug-
lichen Eber bezuglich ihres Hodenvolumens

Zunachst erfolgte eine gemeinsame Beurteilung des rechten und linken Hodenvolu-
mens bezlglich der Produktionstauglichkeit der Eber. Im Anschluss wurde der Einfluss
des rechten und linken Hodenvolumens auf die Produktionstauglichkeit der Eber se-
parat untersucht. Im ON-Test zeigte sich unter Berucksichtigung beider Hoden ein sig-

70



Ergebnisse

nifikanter Unterschied zwischen den Hodenvolumina beider Produktionsgruppen. Pro-
duktionstaugliche Eber hatten mit 23 £ 11 ml ein signifikant (P = 0,021) groReres Ho-
denvolumen als nicht produktionstaugliche Tiere (20 £ 8 ml) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Darstellung der Volumina beider Hoden unter Bertcksichtigung der Einteilung der Eber
in produktionstaugliche und nicht produktionstaugliche Tiere. Abbildung des signifikanten Unterschie-
des beziglich der Produktionstauglichkeit der Eber (ON-Test: n = 177 produktionstaugliche Eber, n = 38
nicht produktionstaugliche Eber); *P < 0,05

Der linke Hoden wies im ON-Test keinen signifikanten Unterschied zwischen den bei-
den Produktionsgruppen auf. Der rechte Hoden war im ON-Test bei den produktions-
tauglichen Ebern tendenziell grofier als bei den nicht produktionstauglichen Tieren
(24 £ 11 ml vs. 20 £ 8 ml; P = 0,053).

Im OFF-Test zeigten sich unter Bericksichtigung beider Hoden keine signifikanten Un-
terschiede bezuglich der Produktionstauglichkeit der Eber. Der linke Hoden war mit
einem Volumen von 160 x 61 ml bei den produktionstauglichen Ebern nicht signifikant
unterschiedlich von dem Hodenvolumen der nicht produktionstauglichen Eber
(157 £ 51 ml). Der rechte Hoden wies im OFF-Test ebenfalls keinen signifikanten Un-
terschied zwischen den produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Ebern
auf (175 £ 66 ml vs. 171 £ 55 ml).
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4.5.3 Vergleich der produktionstauglichen und nicht produktionstaug-
lichen Eber beziiglich ihrer testikularen Graustufenparameter

Im Anschluss an die Einteilung der ON- und OFF-Testeber bezlglich ihrer zukinftigen
Produktionstauglichkeit erfolgte eine erneute Beurteilung der intra-testikularen Varia-
bilitat der Graustufenparameter. Dieser Schritt diente der Beantwortung der Fragestel-
lung, inwieweit die verschiedenen Schnittbilder innerhalb eines Hodens gleichwertig
zur Detektion von produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Ebern mittels
der Graustufenanalyse herangezogen werden kdnnen. Da unterschiedliche Schnittbil-
der eines Hodens bezuglich ihrer Graustufenergebnisse miteinander verglichen wur-
den, erfolgte flr die Beurteilung der intra-testikularen Variabilitat eines Graustufenpa-
rameters unter Berucksichtigung der zukunftigen Produktionstauglichkeit die Angabe
des Signifikanzniveaus. Die exakten Ergebnisse sind im Anhang (Tabelle 21) darge-

stellt.

Im ON-Test zeigte die Auswertung der linken Hoden in Abhangigkeit von der Produk-
tionstauglichkeit keine signifikanten Unterschiede flr denselben Graustufenparameter
und verschiedene Schnittbilder. Zwischen den Schnittbildern der rechten Hoden der
produktionstauglichen ON-Testeber gab es in der Varianzanalyse und dem nachfol-
genden posthoc-Test signifikante Unterschiede fur STD DEV (P<0,01), HET
(P = 0,05), sowie NGHW 5% (P < 0,05). Die Schnittbilder der rechten Hoden der nicht
produktionstauglichen Eber im ON-Test waren nicht signifikant unterschiedlich bezlg-
lich desselben Graustufenparameters zwischen den verschiedenen sonographischen

Aufnahmen.

Im OFF-Test zeigten die Graustufenparameter MAX GV (P<0,01), MEAN GV
(P<0,01), STD DEV (P < 0,05) sowie NGHW 5% (P < 0,01) signifikante Unterschiede
bei der Auswertung der verschiedenen Schnittbilder des linken Hodens der produkti-
onstauglichen Eber. Bei der Analyse unterschiedlicher Schnittbilder des linken Hodens
der nicht produktionstauglichen Eber im OFF-Test war MEAN GV signifikant unter-
schiedlich (P < 0,01). Die Untersuchung des rechten Hodens der nicht produktions-
tauglichen Eber im OFF-Test ergab signifikante Unterschiede zwischen den Schnitt-
bildern fur die Graustufenparameter MAX GV (P < 0,05), MEAN GV (P < 0,05), STD
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DEV (P < 0,001), HET (P < 0,01) sowie NGHW 5% (P =< 0,001) auf. Alle ubrigen Grau-
stufenparameter zeigten in Abhangigkeit der Produktionstauglichkeit und des zlichte-
rischen Testtages keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Schnittbilder dessel-

ben Hodens.

Die Uberpriifung der intra-testikularen Variabilitat der Graustufenparameter zwischen
den Schnittbildern eines Hodens nach Einteilung der Eber anhand ihrer Produktions-
tauglichkeit diente in der weiteren statistischen Analyse der Validierung der Unter-
schiede zwischen den Produktionsgruppen. Konstante Ergebnisse in verschiedenen
Schnittbildern eines Hodens lieferten fur den ON-Test unter Einbeziehung der Ergeb-
nisse aus Kapitel 4.4.2 die Graustufenparameter MAX GV, MEAN GV, AUC sowie
GRAD. Fur den OFF-Test deuteten sich MIN GV sowie AUC als geeignet zur Darstel-
lung der Unterschiede des Hodenparenchyms produktionstauglicher und nicht produk-
tionstauglicher Eber wahrend der pubertaren Entwicklung an (siehe Anhang, Tabelle
21). Daher wurden die genannten Graustufenparameter fur die folgende Auswertung

genutzt.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Graustufenanalyse unter Berucksichtigung der
Gruppen der produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Eber und des

zuchterischen Tests dargestellt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Darstellung der signifikanten Unterschiede der Graustufenparameter des rechten Hodens
von ON- und OFF-Testebern unter Berlicksichtigung der Produktionstauglichkeit

GS-Parameter Test Produktionstauglichkeit P
ja nein

AUC (%) ON 0,974 + 0,01 0,978 + 0,01 0,037

GRAD ON 10,28 + 2,01 11,12 £ 1,99 0,030

MIN GV OFF 37,02+ 7,16 39,59 + 6,65 0,046

Angabe der Graustufenparameter (GS-Parameter) Flache unterhalb des normalisierten Histogramms (AUC), mittlerer Gradien-
tenbetrag (GRAD) sowie minimaler Grauwert (MIN GV) mit Mittelwert + Standardabweichung und Signifikanz (P); (Produktions-
tauglichkeit: 643 Ejakulate von 218 Ebem; Graustufenanalyse: ON-Test: n = 158 produktionstaugliche Eber, n =33 nicht pro-
duktionstaugliche Eber; OFF-Test: n = 168 produktionstaugliche Eber, n = 37 nicht produktionstaugliche Eber)

Dabei zeigten sich fur den rechten Hoden im ON-Test signifikante Unterschiede fur die

Graustufenparameter AUC sowie GRAD bezlglich der zuklnftigen Produktionstaug-

lichkeit. Im linken Hoden wiesen dieselben Parameter keine signifikanten Unterschiede
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auf. Innerhalb des rechten Hodens im OFF-Test gab es einen signifikanten Unter-
schied fur den Graustufenparameter MIN GV in Bezug auf die Produktionstauglichkeit
der Eber. Dieser Parameter zeigte im linken Hoden keine signifikanten Unterschiede

zwischen produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Tieren.

454 Eber mit ungentigender Spermienbildungskapazitat

Im Weiteren erfolgte die gesonderte Betrachtung der Eber mit A- bzw. Oligozoosper-
mie (BWZ 8). Diese Gruppe setzte sich zusammen aus Ebern mit vollstandigem Un-
vermogen, Spermien zu produzieren (Azoospermie, n = 4) sowie Ebern mit konstant
verringerter Spermabildungskapazitat (< 0,15 x 10® Spermatozoen / ul; Oligozoosper-
mie; n = 3). Die Tiere mit Azoospermie sowie die Eber mit konstanter Oligozoospermie
waren aufgrund ihrer fehlenden oder unzureichenden Spermienkonzentration im nati-
ven Ejakulat ungeeignet flr die Produktion von Ejakulaten zur kinstlichen Besamung.

Die Betrachtung des Hodenvolumens von ON- und OFF-Testebern unter Bericksich-
tigung der Mindestanforderungen an die Spermienkonzentration im nativen Ejakulat
laut BRS-Richtlinie ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ebern mit
BWZ 1 bis 7 und Tieren mit BWZ 8. Ebenso zeigten sich bei produktionstauglichen
ON- und OFF-Testebern (BWZ 1 bis 5) keine signifikant unterschiedlichen Hodenvo-
lumina im Vergleich zu den Ebern mit A- bzw. Oligozoospermie (BWZ 8).

Graustufenanalytisch wurden zunachst die produktionstauglichen Eber (BWZ 1 bis 5)
mit den Ebern mit A- bzw. Oligozoospermie verglichen. Diese Analyse sollte die Fra-
gestellung beantworten, ob sich mittels der Graustufenanalyse Eber mit A- bzw. Oli-
gozoospermie sicher von solchen Ebern unterschieden, die sich fir den Besamungs-
einsatz eigneten. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied des Graustufenparame-
ters GRAD des rechten Hodens im ON-Test zwischen den beiden Gruppen (BWZ
1 bis 5=10,28 £ 2,02 vs. BWZ 8 = 13,00 £ 2,68; P = 0,002). Der Graustufenparame-
ter MAX GV des rechten Hodens im ON-Test war bei den Ebern mit A- bzw. Oli-
gozoospermie tendenziell grolRer (P = 0,051) als bei den produktionstauglichen Tieren.
Die Analyse des linken Hodens zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
genannten Gruppen.

Im Anschluss erfolgte die Untersuchung der Fragestellung, ob es Graustufenparame-
ter gibt, die es ermoglichen, Eber mit A- bzw. Oligozoospermie von solchen Tieren zu
unterscheiden, deren Hodenparenchym grundsatzlich ausreichend Spermatozoen
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(laut BRS-Richtlinie = 0,150 x 108 / ul Ejakulat; BWZ 1 bis 7) produzieren kann. Der
Graustufenparameter GRAD des rechten Hodens zeigte im ON-Test hochsignifikante
Unterschiede zwischen Ebern mit BWZ 1 bis 7 und Ebern mit BWZ 8 (BWZ
1 bis 7=10,34 + 1,96 vs. BWZ 8 = 13,00 £ 2,68; P =0,001). Der linke Hoden spie-
gelte diese Unterschiede nicht wider. Im OFF-Test zeigten sich keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den genannten Gruppen.

Abbildung 21 zeigt den signifikanten Unterschied des Graustufenparameters GRAD
des rechten Hodens zwischen produktionstauglichen Ebern und Tieren mit A- bzw.
Oligozoospermie.
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Abbildung 21: Darstellung des Graustufenparameters mittlerer Gradientenbetrag des rechten Hodens
von ON-Testebern unter Berlicksichtigung der Produktionstauglichkeit. Produktionstauglich: Bewer-
tungszahl (BWZ) 1 bis 5; nicht produktionstauglich aufgrund A- bzw. Oligozoospermie: BWZ 8 (ON-
Test: n = 158 Eber (BWZ 1 bis 5); n = 6 Eber (BWZ 8)); **P < 0,01

Im OFF-Test wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen produktionstaugli-
chen Ebern und solchen mit A- bzw. Oligozoospermie gefunden.

4.6 Zusammenhang zwischen testikularen Graustufenparametern und
den spermatologischen Messwerten

Ziel der segmentalen linearen Regressionsanalyse war die Bestimmung potenzieller
Grenzwerte der testikularen Graustufenparameter zur Vorhersage der Produktions-
tauglichkeit von Besamungsebern.
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Die Graustufenparameter AUC (ON-Test), GRAD (ON-Test) sowie MIN GV (OFF-
Test) wiesen unter Betrachtung der rechten Hoden signifikante Unterschiede zwischen
produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Ebern auf (Kapitel 4.5.3). Da-
her wurden diese Graustufenparameter auch fur die folgende Grenzwert-Analyse ge-
nutzt. Der linke Hoden wies keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Graustu-
fenparameter der produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Eber auf. Als
spermatologische Parameter dienten die Spermiengesamtzahl, der logarithmierte An-
teil morphologisch normaler Spermien sowie der logarithmierte Anteil motiler Spermien
nach 72 h Lagerung und 30 min Inkubation bei 38 °C (Thermoresistenztest = TRT 1)
des ersten eingesandten Ejakulates. Die spermatologischen Parameter mussten fur
die Grenzwert-Analyse die Bedingungen der Normalverteilung erflllen. Die grofdte
Stichprobe und damit das aussagekraftigste Ergebnis ergaben sich aus der Analyse
des ersten Ejakulates der Eber. Es erfolgte eine schrittweise Einteilung des Datensat-
zes in zwei bis fiUnf Segmente. Im folgenden Abschnitt wurden nur die auswertbaren
Ergebnisse der zwei-segmentalen linearen Regression dargestellt, da die Einteilung in
mehr als zwei Segmente keinen weiteren Kenntnisgewinn erbrachte.

Die Datenverteilung fur den Graustufenparameter GRAD des rechten Hodens und die
Spermiengesamtzahl zum ON-Test stellte sich wie folgt dar (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Darstellung des Graustufenparameters mittlerer Gradientenbetrag des rechten Hodens
von ON-Testebern im Verhaltnis zu der Spermiengesamtzahl im Ejakulat (ON-Test: n = 191 Eber)
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Fur den mittleren Gradientenbetrag des rechten Hodens lag ein Wendepunkt in der
Datenverteilung bezuglich der Spermiengesamtzahl im Ejakulat bei GRAD = 12. Ein
mittlerer Gradientenbetrag des rechten Hodens von > 12 wurde als tendenziell negativ
fur die zukinftige Produktionstauglichkeit eines Besamungsebers eingestuft. Flir den
Graustufenparameter AUC ergaben sich keine aussagekraftigen Umschlagpunkte in
der Datenverteilung bezuglich der spermatologischen Parameter.

Fur die OFF-Testeber war der Wendepunkt fur die Datenverteilung des Graustufenpa-
rameters MIN GV des rechten Hodens im Verhaltnis zu dem logarithmierten Anteil
morphologisch normaler Spermien sowie dem logarithmierten Anteil motiler Spermien
nach 72 h Lagerung und 30 min Inkubation bei 38 °C bei MIN GV = 40 bzw. 45.

Die dargestellte Abbildung 23 zeigt die Wendepunkte in den Daten der rechten Hoden
der OFF-Testeber.
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Abbildung 23: Darstellung des Graustufenparameters minimaler Grauwert des rechten Hodens von
OFF-Testebern im Verhaltnis zu den spermatologischen Parametern logarithmierter (log) Anteil mor-
phologisch normaler Spermien (links) sowie logarithmierter (log) Anteil motiler Spermien nach 72 h La-
gerung und 30 min Inkubation bei 38 °C (Thermoresistenztest = TRT 1; rechts) (OFF-Test: n = 205
Eber)

Es zeigte sich ein Datenumbruch bei einem minimalen Grauwert des rechten Hodens
zwischen 40 und 45. Ein minimaler Grauwert des rechten Hodens > 40 wurde als ten-

denziell negativ fur die zuklnftige Produktionstauglichkeit des Ebers eingestuft.
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4.7 Beurteilung der Produktionstauglichkeit mit Hilfe der graustufen-
analytischen Grenzwerte

Fur die Berechnung der Chance eines Ebers (Odds-Ratio; OR), bei Uberschreitung
der in Kapitel 4.6 definierten graustufenanalytischen Grenzwerte in der Pubertat nicht
produktionstauglich zu werden, standen die Daten von 191 ON-Testebern und 205
OFF-Testebern zur Verfugung (Tabelle 16).

Tabelle 16: Darstellung der Chance fiir einen Eber, bei Uberschreitung definierter graustufenanalyti-
scher Grenzwerte des rechten Hodens nicht produktionstauglich zu werden

GS-Parameter Test Grenzwert Produktionstauglichkeit OR Kl

ja nein
GRAD ON <12 >12 1,4 0,56-3,32
MIN GV OFF <40 > 40 2,3* 1,11-4,73

Graustufenparameter (GS-Parameter): mittlerer Gradientenbetrag (GRAD) sowie minimaler Grauwert (MIN GV), Angabe der
Odds-Ratio (OR) und des 95%-Konfidenzintervalls (KI) (ON-Test: n = 191 Eber, OFF-Test: n =205 Eber); P < 0,05

Im ON-Test ergab sich fur den Grenzwert GRAD des rechten Hodens = 12 kein signi-
fikant erhdhtes Risiko, in der weiteren Entwicklung nicht produktionstauglich zu wer-
den. Da sich fur den Graustufenparameter AUC in Kapitel 4.6 keine klaren Umschlag-
punkte bezuglich der spermatologischen Parameter zeigten, wurde fur diesen auch
keine Odds-Ratio bestimmt.

Im OFF-Test diente der Graustufenparameter MIN GV des rechten Hodens der Kalku-
lation der Odds-Ratio. Eber mit einem MIN GV = 40 hatten ein 2,3-fach erhohtes Ri-
siko, nicht produktionstauglich zu werden.

4.8 Kennzahlen des Herkunftswurfs und Produktionsdaten der Eber

4.8.1 Deskriptive Statistik der Kennzahlen des Herkunftswurfs sowie
der Produktionsdaten der Eber

Fur die Untersuchung der Kennzahlen des Herkunftswurfs (Pedigree-Daten, WICKE
1991) sowie der Produktionsdaten der Eber aus dem ON- und OFF-Test standen voll-
standige Datensatze von 167 ON-Testebern und 180 OFF-Testebern zur Verfugung.
Einleitend erfolgte die Prufung auf Normalverteilung auf Grundlage der unter 3.8 be-
schrieben Testverfahren. Die Rickenmuskeldicke erflllte die Kriterien der Normalver-
teilung. Durch eine Logarithmierung der Ubrigen Parameter konnte fur das ON- und
OFF-Testgewicht eine Normalverteilung erzielt werden. Die Parameter Anzahl lebend
geborener Ferkel pro Wurf (LGF / W), Anzahl lebend geborener weiblicher Ferkel pro
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Wurf (GWF / W), Anzahl lebend geborener mannlicher Ferkel pro Wurf (GMF / W), An-
zahl tot geborener Ferkel pro Wurf (TGF / W), Anzahl Mumien pro Wurf (Mumien / W),
Paritat der Sau, Tageszunahme im Testzeitraum sowie Ruckenspeckdicke wiesen
auch nach dem Logarithmieren keine Normalverteilung auf. Alle Kennzahlen des Her-
kunftswurfs und Produktionsdaten wurden im Weiteren nicht-parametrischen Testver-
fahren unterzogen.

Die Ergebnisse der deskriptiven Datenauswertung der Pictrag® Datenbank sind in Ta-
belle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Darstellung der Kennzahlen des Herkunftswurfs sowie der Produktionsdaten der Eber

Parameter Min Max Median  Qo,25-Qo,75 IQR
LGF /W 3 14 9 7-10 3
GWF /W 1 9 4 3-4 1
GMF /W 1 8 5 3-6 3
TGF /W 0 8 1 0-2 2
Mumien / W 0 4 0 0-0 0
ON-Testgewicht (kg) 51,0 79,0 63,0 60,0-67,0 7,0
OFF-Testgewicht (kg) 114,0 149,0 129,5 123,0-134,0 11,0
Tageszunahme im Testzeitraum (g / d) 887 1.290 1.032 985-1.095 110
Rickenspeckdicke (mm) 4,0 9,9 5,9 5,3-6,6 1,3
Riickenmuskeldicke (mm) 76,2 106,2 94,2 90,4-98,2 7,8
Paritat der Sau 1,0 5,0 2,0 1,3-3,0 1,8

Kennzahlen des Herkunftswurfs: Anzahl lebend geborener Ferkel pro Wurf (LGF / W), Anzahl lebend geborener weiblicher
Ferkel pro Wurf (GWF / W), Anzahl lebend geborener mannlicher Ferkel pro Wurf (GMF / W), Anzahl tot geborener Ferkel pro
Waurf (TGF /W), Anzahl Mumien pro Wurf (Mumien / W) sowie Paritat der Sau. Produktionsdaten: ON-Testgewicht, OFF-Test-
gewicht, Tageszunahme im Testzeitraum, Rickenspeckdicke, Riickenmuskeldicke. Angabe von Minima (Min), Maxima (Max),
Median mit erstem und drittem Quartil (Q25-Qrs), Interquartilsabstand (Interquartile range; IQR); (n = 167 Eber)

4.8.2 Zusammenhang zwischen den Kennzahlen des Herkunftswurfs,
den Produktionsdaten und den Graustufenparametern unter Be-
riicksichtigung der Produktionstauglichkeit der Eber

Die Anzahl der Wirfe (Paritat) der Muttersauen unterschied sich zwischen produkti-
onstauglichen und nicht produktionstauglichen Ebern. Nicht produktionstaugliche Eber
stammten signifikant (P = 0,027) haufiger von Sauen mit weniger als zwei Warfen ab
als produktionstaugliche Eber (1,93 + 0,94 vs. 2,40 = 1,01).

Die Ubrigen Kennzahlen des Herkunftswurfs sowie Produktionsdaten wiesen keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen produktionstauglichen und nicht produktionstaugli-
chen Ebern auf.
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Die Graustufenparameter GRAD des rechten Hodens (ON-Test) und MIN GV des
rechten Hodens (OFF-Test) waren zwischen den Produktionsgruppen signifikant un-
terschiedlich. Die Betrachtung des linken Hodens ergab keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Graustufenparametern der produktionstauglichen und nicht pro-
duktionstauglichen Eber.

Die genannten Graustufenparameter des rechten Hodens wurden im Zusammenhang
mit den Kennzahlen des Herkunftswurfs unter Berlcksichtigung der Produktionstaug-
lichkeit in Tabelle 18 dargestellt. Fur den Graustufenparameter AUC ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Kennzahlen des Herkunftswurfs sowie
der Produktionsdaten der Eber.

Tabelle 18: Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho zwischen den Graustufenparametern des
rechten Hodens unter Berlcksichtigung des Testtages sowie der Produktionstauglichkeit und den Kenn-
zahlen des Herkunftswurfs

Produktions-

GS-Parameter Test tauglich LGF /W GMF /W TGF/W
GRAD ON ja -0,02 -0,08 -0,18**
GRAD ON nein -0,24 -0,44* 0,17
MIN GV OFF ja 0,09 0,05 0,09
MIN GV OFF nein 0,37* 0,14 0,24

Graustufenparameter (GS-Parameter): mittlerer Gradientenbetrag (GRAD), minimaler Grauwert (MIN GV); Kennzahlen des
Herkunftswurfs: Anzahl lebend geborener Ferkel je Wurf (LGF / W)), Anzahl lebend geborener méannlicher Ferkel je Wurf (GMF
/ W)), Anzahl tot geborener Ferkel je Wurf (TGF / W) (ON-Test: n = 137 (produktionstaugliche Eber) bzw. n =30 (nicht produk-
tionstaugliche Eber); OFF-Test: n = 146 (produktionstaugliche Eber) bzw. n = 34 (nicht produktionstaugliche Eber)); *P < 0,05;
*P<0,01

Bei produktionstauglichen Ebern korrelierte der Graustufenparameter GRAD des rech-
ten Hodens im ON-Test schwach negativ mit der Anzahl tot geborener Ferkel je Wurf.
Bei nicht produktionstauglichen Ebern war im ON-Test ein Anstieg des GRAD des
rechten Hodens schwach negativ mit der Anzahl lebend geborener mannlicher Ferkel

je Wurf korreliert.

Nicht produktionstaugliche Eber, die aus einem Wurf mit einer hohen Anzahl lebend
geborener Ferkel stammten, hatten eine schwache positive Korrelation zu dem Grau-
stufenparameter MIN GV.

Die Produktionsdaten der Eber sind in Tabelle 19 in Zusammenhang mit den oben
genannten Graustufenparametern sowie unter Berucksichtigung der zukunftigen Pro-
duktionstauglichkeit dargestellt.
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Tabelle 19: Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho zwischen den Graustufenparametern des
rechten Hodens unter Berucksichtigung des Testtages sowie der Produktionstauglichkeit und den Pro-
duktionsdaten der Eber

Produktions- ON-Test- OFF-Test- Riickenspeck-
GS-Parameter Test tauglich gewicht (kg) gewicht (kg) dicke (mm)
GRAD ON ja 0,29** 0,23** 0,03
GRAD ON nein -0,14 -0,13 0,08
MIN GV OFF ja 0,03 0,07 -0,21*
MIN GV OFF nein -0,12 0,02 0,24

Graustufenparameter (GS-Parameter): mittlerer Gradientenbetrag (GRAD), minimaler Grauwert (MIN GV) (ON-Test: n =137
(produktionstaugliche Eber) bzw. n = 30 (nicht produktionstaugliche Eber); OFF-Test: n = 146 (produktionstaugliche Eber) bzw.
n = 34 (nicht produktionstaugliche Eber)); *P < 0,05; **P < 0,01

Die Entwicklung des Korpergewichtes zum ON- und OFF-Test zeigte bei produktions-
tauglichen Ebern einen schwachen positiven Zusammenhang mit dem Graustufenpa-
rameter GRAD des rechten Hodens. Im OFF-Test war bei den produktionstauglichen
Ebern der Graustufenparameter MIN GV des rechten Hodens schwach negativ mit

dem Fettansatz (Rickenspeckdicke) korreliert.
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5 Diskussion

Die Selektion von Jungebern in Hinblick auf ihre Eignung zur Erzeugung von Ejakula-
ten zur kinstlichen Besamung (KB) wird aktuell hauptsachlich auf Grundlage der Qua-
litat des gewonnenen Spermas durchgefuhrt. Jedoch kann ein verbesserter Selekti-
onsprozess potenziell ungeeigneter Eber mittels neuer Methoden zur frihzeitigen
Prognose der Fertilitatsleistung fur Zuchtunternehmen einen erheblichen Vermark-
tungsvorteil bedeuten. Der Einkauf von in der Pubertat auf ihre potenzielle Fertilitats-
kompetenz positiv getesteten Jungebern ware fur Besamungsstationen von gro3em
Interesse. Fur eine Kaufentscheidung werden zurzeit hauptsachlich die Exterieur-Be-
urteilung, genetische Faktoren, Zuchtindizes sowie die subjektive Einschatzung des
Einkaufers genutzt. Diese Strategie vernachlassigt die profunde Untersuchung der au-
Reren Geschlechtsorgane. Dabei ist die physiologische Entwicklung des Hodenpa-
renchyms als Ort der Spermienbildung eine essentielle Voraussetzung fur eine prog-
nostisch gute Fertilitatsleistung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine testikulare Sonographie mit anschliel3ender
computergestiutzter Graustufenanalyse der Schnittbilder innerhalb der Pubertat von
Jungebern in Verbindung mit der zukuinftigen Eignung des Tieres fur die Produktion
von Ejakulaten zur KB (Produktionstauglichkeit) zu bringen. Morphologische Verande-
rungen der Hoden und die mikrostrukturelle Hodenentwicklung der Tiere wurden mit
der Qualitat der ersten produzierten Ejakulate in Beziehung gesetzt. Kennzahlen des
Herkunftswurfs (Pedigree) sowie Produktionsparameter des Zuchtunternehmens dien-
ten der erweiterten Beurteilung moglicher auf die Produktionstauglichkeit der Jungeber
einwirkender Faktoren.

Zu diesem Zweck erfolgte die andrologische und sonographische Untersuchung von
Piétrain-Ebern (Linie 408, Pig Improvement Company; PIC) unter standardisierten Be-
dingungen zu zwei definierten Zeitpunkten. Die mannlichen Ferkel wurden zunachst
mit einem Alter von 21 d abgesetzt und in einem Brandenburger Zuchtbetrieb aufge-
zogen. Die erste sonographische Untersuchung der Eber erfolgte mit 100 + 5 d zu-
sammen mit der primaren zlchterischen Selektion der PIC (ON-Test; n = 1.653 Eber).
Rund 56% der Eber erflllten die zuchterischen Kriterien der sekundaren Selektions-
stufe mit 170 £ 5 d (OFF-Test, n = 925 Eber) und wurden der zweiten Sonographie
unterzogen. Mittels der Bildanalysesoftware erfolgte aus den Hodenschnittbildern die
Bestimmung der eindimensionalen Graustufenparameter maximaler Grauwert (MAX
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GV), minimaler Grauwert (MIN GV), mittlerer Grauwert (MEAN GV), Standardabwei-
chung des mittleren Grauwertes (STD DEV), Heterogenitat (HET), normalisierte Grau-
stufenhistogrammbreite auf 5% Niveau (NGHW 5%), Flache unterhalb des normali-
sierten Histogramms (AUC) sowie der mehrdimensionalen Graustufenparameter mitt-
lerer Gradientenbetrag (GRAD) und mittlerer Kontrast (CON). Zusatzlich wurde ein
Messwert zur Berechnung der Hodenbreite bestimmt. Die Kalkulation des Hodenvolu-
mens beider Altersgruppen erfolgte modifiziert nach YOUNG et al. (1986). Die Quan-
titat und Qualitat von 2 bis 5 Ejakulaten der an drei deutsche Besamungsorganisatio-
nen verkauften Eber (n = 218) wurden im spermatologischen Referenzlabor des Insti-
tuts fur Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere Schonow e.V. untersucht. Es er-
folgte die Erhebung der Parameter Spermienkonzentration im nativen Ejakulat, Ejaku-
latvolumen, Spermiengesamtzahl, Anteil morphologisch normaler Spermien, Anteil
motiler Spermien nach 24 und 48 h Lagerung sowie nach 72 h Lagerung und 30 bzw.
300 min Inkubation bei 38 °C (Thermoresistenz). Die spermatologischen Parameter
wurden mittels der Referenzwerte der Richtlinie des Bundesverbandes fur Rind und
Schwein e.V. bewertet. Die Vergabe einer Bewertungszahl (BWZ) zwischen 1 und 8
diente der Kategorisierung der Eber anhand des Zielkriteriums zweier tauglicher inner-
halb von maximal funf, zeitlich aufeinander folgend gewonnenen, Ejakulaten.

Die Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der sonographischen Messungen erga-
ben fur die kalkulierten eindimensionalen Graustufenparameter eine insgesamt gute
Wiederholbarkeit (rs = 0,78). Im zweiten Untersuchungsgang konnten Abweichungen
in den Messergebnissen der Graustufenparameter durch eine geringflgige Parallel-
verschiebung des Schallkopfs und den Anschnitt einer der ersten nicht identischen
Gewebeebene entstanden sein. Die eindimensionalen Graustufenparameter scheinen
uber einen solchen Parenchym-Abschnitt hinweg weitestgehend konstant zu bleiben.
Diese Beobachtung, die sich in hohen Intra-Class-Korrelationskoeffizienten innerhalb
der Doppelmessungen widerspiegelte, wurde durch die Ergebnisse von LIGNER
(2009) bestatigt. Diese beobachtete fur den eindimensionalen Graustufenparameter
mittlerer Grauwert innerhalb des Hodenparenchyms von Bullen eine sehr gute Wie-
derholbarkeit. Die moderate Reproduzierbarkeit des mehrdimensionalen Graustufen-
parameters GRAD konnte dadurch erklart werden, dass das Verteilungsmuster der
Grauwerte zwischen verschiedenen Pixeln bei Untersuchung zweier paralleler Gewe-
beebenen trotz eines geringen Abstands der Schnittbilder in der Dimension weniger
Millimeter abweicht. Die Erklarung ware ebenso auf den mehrdimensionalen Graustu-
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fenparameter CON anzuwenden, der einen niedrigen Intra-Class-Korrelationskoeffi-
zienten (rs = 0,30) zwischen den Doppelmessungen aufwies. Der CON zeigte bei LIG-
NER (2009) zudem eine gewisse Variabilitat innerhalb von Mehrfachauswertungen der
Schnittbilder von Bullenhoden. Diese fuhrte ihr Ergebnis auf eine héhere Sensibilitat
des Graustufenparameters gegenuber externen Einflussfaktoren zurtick. Daher wurde
der CON in der vorliegenden Arbeit nicht berucksichtigt.

Die sonographisch darstellbare Dynamik der Hodenentwicklung in der Pubertat ist in
aktuellen Studien an Bullen (LIGNER 2009; BRITO et al. 2012) und Hengsten (POZOR
et al. 2017) beschrieben worden. Bei Bullen nahm die Echogenitat wahrend der sexu-
ellen Entwicklung (4. bis 18. Lebensmonat) zu. Diese Beobachtung hing laut der Ar-
beitsgruppe von BRITO (2012) eng mit der Initiation der Spermatogenese zusammen.
Nach Vollendung der Pubertat blieben die Echogenitat und damit der Aufbau des Ho-
denparenchyms konstant. LIGNER (2009) detektierte zwischen dem 12. und 15. Le-
bensmonat von Jungbullen einen Abfall des mittleren Grauwertes. Der mittlere Gradi-
entenbetrag sowie die Homogenitat des Hodenparenchyms blieben dem gegenlber
konstant. Der von BRITO et al. (2012) beim Bullen beschriebene Anstieg der Echoge-
nitat konnte innerhalb der vorliegenden Studie zwischen den testikularen Schnittbil-
dern der Eber am 100. und 170. Lebenstag nachvollzogen werden. Dieser Anstieg ist
auf ein vermehrtes Vorkommen hoherer (hellerer) Graustufen im Hodengewebe zu-
ruckzufuhren. Beim Hengst stiegen der mittlere Grauwert und die Standardabwei-
chung des mittleren Grauwertes im ersten Lebensjahr an, um im weiteren Verlauf kon-
stant zu bleiben. Diese Entwicklung erfolgte der Arbeitsgruppe von POZOR (2017)
zufolge parallel zu der der Tubuli seminiferi. Auch bei den Ebern der vorliegenden Stu-
die war ein signifikanter Anstieg des MEAN GV sowie der STD DEV zwischen dem
100. und 170. Lebenstag zu verzeichnen. Die geringere Stichprobenzahl (n = 20 Bul-
len) von LIGNER konnte zu den abweichenden Ergebnissen bezuglich der Graufar-
bung und Homogenitat des Hodenparenchyms bei den Jungbullen gegentber der um-
fassenderen Datenlage bei BRITO (n = 152 Bullen) beigetragen haben. Die abwei-
chenden Ergebnisse von LIGNER (2009) konnten sich auch auf entwicklungsbedingte
Unterschiede in der Differenzierung des Hodenparenchyms zurtckfuhren lassen. Bei
potenziellen Folgeuntersuchungen Uber den 15. Lebensmonat hinaus erscheint es
moglich, dass sich die Graustufenparameter der von LIGNER (2009) untersuchten Bul-
len an diejenigen der Studienpopulation von BRITO et al. (2012) angleichen wurden.

Das Hodenvolumen bei den Studienebern stieg zwischen ON-Test (links: 22 + 11 ml
bzw. rechts: 23 + 11 ml) und OFF-Test (links: 159 + 60 ml bzw. rechts: 174 + 64 ml)
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signifikant an. In einer Studie der Arbeitsgruppe von CLARK (2003) ergab sich eine
positive Korrelation zwischen dem Hodenvolumen adulter Eber mit der Spermienge-
samtzahl. Zudem stellte sich der linke Hoden in geringem Male (< 0,5 cm) grofRer als
das rechte Organ dar. In der vorliegenden Studienpopulation der OFF-Testeber war
der rechte Hoden signifikant grof3er als der linke. Im Alter von 170 d scheint ein Ent-
wicklungsabschnitt vorzuliegen, in dem der rechte Hoden in der Studienpopulation ei-
nen Wachstumsfortschritt gegenuber dem linken aufweist. Alle Eber in der Studie von
CLARK et al. (2003) waren alter als 6 Monate. Bei adulten Ebern scheint es mdglich,
dass sich der Wachstumsfortschritt des rechten Hodens durch ein kompensatorisches
Wachstum des linken Hodens relativiert bzw. umkehrt.

In aktuellen und alteren Studien lassen die Ergebnisse der testikularen Sonographie
des linken und rechten Hodens die Schlussfolgerung zu, dass die beiden Organe sich
bei Tieren einer Altersgruppe nicht signifikant unterscheiden und daher fir die Aus-
wertung der Graustufenparameter Mittelwerte genutzt werden kénnen (GIFFIN et al.
2009; AHMADI et al. 2012). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen deutlich
darauf hin, dass es signifikante Unterschiede zwischen den Graustufenparametern
des linken und rechten Hodens der Tiere einer Altersgruppe gibt. Diese bleiben auch
nach Einteilung der Eber hinsichtlich der Produktionstauglichkeit bestehen. Diese in-
ter-testikulare Variabilitat der Graustufenparameter scheint die Untersuchung nur ei-
nes Hodens reprasentativ fur die Geschlechtsgesundheit sowie die prognostische
Spermatogenese-Fahigkeit des Jungebers auszuschlieRen. Gleichzeitig sollten die
gemessenen Graustufenparameter aus der Messregion des linken und rechten Ho-
dens eines Tieres aufgrund dieser Abweichungen nicht gemittelt werden. Eine eher
sprunghaft erfolgende testikulare Entwicklung kénnte ursachlich fur die Varianz der
Graustufenparameter beider Hoden sein. Es scheint, als musse jeder Hoden fur sich
betrachtet werden, um begrindete Aussagen Uber die prognostische Eignung als
Zuchteber stellen zu kdnnen. Mdglich bleibt, dass die Messabweichungen der Grau-
stufenparameter zu diesem sehr frihen Untersuchungszeitfenster der pubertaren Ent-
wicklung zu einem spateren Zeitpunkt nicht mehr nachvollziehbar sind.

Auch innerhalb eines Hodens verhielten sich nicht alle Graustufenparameter konstant
Uber das untersuchte Parenchym. Dies zeigte sich in der Auswertung verschiedener
Schnittbilder sowohl in den Populationen der Eber einer Altersgruppe als auch nach
Einteilung dieser Tiere hinsichtlich der zukunftigen Produktionstauglichkeit. Einige Pa-
rameter scheinen empfindlicher gegenuber einem Wechsel der Schnittebene zu sein
als andere. Alle Graustufenparameter des linken Hodens verhielten sich im ON-Test
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konstant Uber die Schnittbilder. Der rechte Hoden zeigte im ON-Test signifikante Un-
terschiede zwischen den Schnittbildern eines Hodens fur die Graustufenparameter
STD DEV, HET sowie NGHW 5%. Diese Parameter scheinen aussagekraftig fur die
Homogenitat oder Heterogenitat eines Gewebes zu sein. Unterschiede zwischen den
Schnittbildern deuten darauf hin, dass innerhalb des Hodens die pubertare Gewebe-
differenzierung nicht einheitlich verlauft. Tierindividuelle Entwicklungsunterschiede
konnten eine Ursache fur diese Beobachtung sein. Der mehrdimensionale Graustu-
fenparameter GRAD scheint aufgrund seiner geringen Variabilitdt zwischen den
Schnittbildern eines Hodens ein verlassliches Abbild des testikularen zellularen Auf-
baus zu bieten. Im OFF-Test waren bei beiden Hoden die Graustufenparameter MAX
GV, MEAN GV, STD DEV, HET und NGHW 5% zwischen den Schnittbildern der je-
weiligen Seite verschieden. Das Hodenparenchym dieser Tiere ist hoher differenziert
als bei den ON-Testebern, jedoch noch nicht vollstandig ausgereift. Dies wirde die
Variabilitat der Streuungsindikatoren STD DEV, HET sowie NGHW 5% erklaren. Die
Tatsache, dass bei den OFF-Testebern auch die eindimensionalen Graustufenpara-
meter MAX GV und MEAN GV eine Variabilitat zwischen den Schnittbildern aufwiesen,
kann aus diesem Ansatz heraus nicht geklart werden. Auffallig ist, dass im OFF-Test
die intra-testikularen Unterschiede stets zwischen verschiedenen longitudinalen
Schnittbildern und dem Transversalschnittbild auftraten. Es erscheint die Schlussfol-
gerung naheliegend, dass im OFF-Test fur die genannten Graustufenparameter die
longitudinalen Schnittbilder miteinander vergleichbar sind, aber nicht die longitudinalen
mit den transversalen Schnittbildern.

Fur die vorliegende Studie wurden die Graustufenparameter nicht berucksichtigt, die
eine signifikante Variabilitat zwischen den Schnittbildern eines Hodens zeigten. In der
Literatur finden sich keine Studien, die die inter- und intra-testikulare Variabilitat der
Graustufenparameter beschreiben. HOHNE (2002) fasste beispielsweise gleiche
Graustufenparameter aus neun Messregionen eines caninen Hodens zu einem Ge-
samtwert fir das Organ zusammen. Das Vorkommen der beobachteten Variabilitat der
Messergebnisse der Graustufenparameter mag in dem fur die vorliegende Studie ge-
nutzten Hochfrequenzultraschall mit einer Frequenz von 12 MHz fur die Untersuchung
der ON-Testeber und 10 MHz fur die OFF-Testeber begrundet sein. Generell werden
in der Literatur fur die Untersuchung der Hoden verschiedener Spezies Frequenzen
von 5 MHz bis 7,5 MHz fir die testikulare Sonographie angegeben (HOHNE 2002;
AHMADI et al. 2012; POZOR et al. 2017). Mit einer Frequenz von 7,5 MHz beobachten
ELBAZ und Kollegen (2018), dass sich die visuell beurteilte Echogenitat der paarigen
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akzessorischen Geschlechtsdrisen innerhalb desselben Hengstes unterscheidet.
Eine héhere Frequenz kann zusammen mit einer an das zu untersuchende Organ an-
gepassten Eindringtiefe eine hdhere Auflosung des Gewebes mit einer exakten Diffe-
renzierung der Graustufen benachbarter Pixel ermdglichen. Durch die hohe Auflésung
der testikularen Gewebedarstellung erscheint es denkbar, dass lokale Unterschiede in
der Zusammensetzung des Hodenparenchyms von Jungebern in der Pubertat erstma-
lig dargestellt werden konnten. Gleichzeitig kann eine erhdhte Sensitivitat der testiku-
laren Graustufenanalyse gegenuber externen Einflissen moglich sein.

Die Einfuhrung der Bewertungszahl (BWZ) diente innerhalb der vorliegenden Studie
der Differenzierung verschiedener potenzieller Fertilitatslevel der Eber. Eine Gruppie-
rung der Tiere anhand ihrer Produktionstauglichkeit spiegelte zudem die Realitat in der
Praxis wider. Eber mit einer BWZ zwischen 1 und 5 wurden als produktionstauglich,
Tiere mit einer BWZ zwischen 6 und 8 als nicht produktionstauglich klassifiziert. Eine
wiederholt unzureichende Ejakulatqualitat bedeutete flir den Jungeber eine man-
gelnde Eignung fur den Einsatz in der Produktion von Ejakulaten zur kunstlichen Be-
samung.

Die Graustufenparameter AUC und GRAD des rechten Hodens waren bei produkti-
onstauglichen Ebern im ON-Test signifikant niedriger als bei nicht produktionstaugli-
chen Ebern. Im OFF-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied im MIN GV des
rechten Hodens zwischen den beiden Produktionsgruppen. Produktionstaugliche Eber
wiesen fur den MIN GV signifikant niedrigere Werte auf als nicht produktionstaugliche
Tiere. Alle beobachteten Unterschiede zwischen den Produktionsgruppen blieben auf
die rechten Hoden beschrankt, wahrend die linken Hoden keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den genannten Gruppen in ON- und OFF-Test aufwiesen. Eine mog-
liche Ursache fur diese Lateralitat der Ergebnisse konnte in der Hodenentwicklung und
-differenzierung begrundet sein.

Die testikulare Differenzierung wird durch das auf dem Y-Chromosom liegende Gen
SRY bestimmt. Die Abwesenheit des Y-Chromosoms und damit auch des funktionellen
SRY-Gens bei weiblichen Individuen hat die Ausbildung von Ovarien zur Folge
(GUBBAY et al. 1990). Hoden und Ovarien entstehen aus derselben Gonadenanlage.
Der Hodenabstieg erfolgt bei Menschen und Schweinen innerhalb der Fetalperiode
und ist bis zur Geburt abgeschlossen. Es scheint moglich, dass bei einem asymmetri-
schen Hodenabstieg der zuerst absteigende Hoden einen Entwicklungsvorsprung ge-
genuber dem in der Bauchhohle verbleibenden Organ zeigt. In der Literatur wiesen 5,5
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bis 17% der humanen Foten einen asymmetrischen Hodenabstieg auf (HEYNS 1987,
FAVORITO u. SAMPAIO 2014). Die genannten Autoren widersprechen sich allerdings
in der Reihenfolge des Hodenabstiegs. HEYNS (1987) zufolge stieg bei 70% der
menschlichen Féten zunachst der linke Hoden ab. In einer aktuelleren Studie zeigte
der rechte Hoden in funf von neun Fallen einen Migrationsvorsprung gegenuber dem
linken Organ (FAVORITO u. SAMPAIO 2014). Da der Hodenabstieg bei dem Grol3teil
der humanen Foéten synchron verlief, scheint sich eine konstante Manifestation von
graustufenanalytischen Veranderungen im rechten Hoden insgesamt nicht vollstandig
durch einen mdglichen Entwicklungsunterschied des spermatogenen Gewebes zu er-
klaren. Zudem mussten sich diese perinatalen Entwicklungsunterschiede der Hoden
bis in die Pubertat fortsetzten.

Grundsatzlich kann fur die abweichenden Befunde des linken und rechten Hodens
auch eine asynchrone Blutversorgung ursachlich in Frage kommen. Beim Menschen
ist diese ausfuhrlich beschrieben (SAYPOL 1981). Allerdings verlauft die arterielle und
venodse Blutgefallversorgung der Hoden, der samenableitenden Wege sowie der paa-
rigen akzessorischen Geschlechtsdrisen bei Ebern synchron zwischen den Koérper-
halften (NICKEL et al. 2005). Blut kann ein Medium fur Mikroorganismen und
Endotoxine darstellen. Eine asynchrone Blutversorgung als Ursache flr eine hoden-
abhangig unterschiedliche Sensibilitat fir den Einfluss von Pathogenen scheint nach
aktuellem Stand der Wissenschaft beim Eber nicht vorzuliegen.

Ein vielversprechender Erklarungsansatz fur die hodenabhangig divergierenden Be-
funde zwischen produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Ebern ist die
asynchrone Innervation paariger endokriner Drisen, wie von GERENDAI et al. (1997,
2001; 2005) umfassend diskutiert. Das zentrale Nervensystem moduliert bereits die
Hypothalamusfunktion in Abhangigkeit des Ovars, von dem das afferente Signal aus-
geht (DOMINGUEZ et al. 2003). Der asymmetrisch aufgebaute Hypothalamus driickt
dies in einer Anpassung der GnRH-Pulse und damit der Sekretion von FSH und LH
aus. Die Ovarien zeigen unterschiedliche Reaktionen auf den hormonellen Einfluss.
Diese liegen in einer seitenabhangig abweichenden Dichte des Plexus ovaricus be-
grundet. Das vegetative Nervensystem reguliert also zusatzlich zur hormonellen Steu-
erung die Gonadenfunktion. Die Freisetzung von Noradrenalin in die Zellzwischen-
raume des Ovars hangt von der Dichte des neuronalen Netzes ab. Noradrenalin hat
einen Einfluss auf das Follikelwachstum, die -differenzierung sowie auf die pulsatile
Freisetzung von Hormonen aus dem Ovar bei weiblichen Rindern (KOTWICA et al.
1994). Nach der Entfernung des linken Ovars bei Ratten waren erhdohte Serum-
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Testosteronspiegel die Folge, wahrend Estradiol abfiel (BARCO et al. 2003). Entfernte
man das rechte Ovar, so blieben die Hormonspiegel konstant. Die asynchrone Aus-
pragung des vegetativen Nervensystems kann also fir eine unterschiedliche Funktio-
nalitat beider Ovarien verantwortlich sein. Der Beweis einer ZNS-Gonaden-ZNS-
Achse fUr das Ovar von Ratten wurde bereits erbracht (GERENDAI et al. 2005). Der
jeweilige Nervus vagus sorgt hier letztendlich fur ein seitenabhangiges Feedback vom
Ovar zum zentralen Nervensystem.

Diese asynchrone vegetative Innervation wurde von GERENDAI et al. (2005) auch fur
die Hoden verschiedener Spezies diskutiert. Der linke Hoden scheint bei Mannern all-
gemein sensibler fur Pathologien wie eine Varikozele testis zu sein (SAYPOL 1981).
Diese Beobachtung kann nicht ohne weiteres auf den Eber Ubertragen werden, da
beim Mann die vendse Drainage der Hoden im Gegensatz zum Schwein seitenabhan-
gig unterschiedlich ist. Der Nervus vagus scheint auch beim mannlichen Individuum
fur eine asymmetrische Exkretion von LH und FSH verantwortlich zu sein. Der rechte
Hoden von Ratten hatte eine grolRere Testosteronbildungsfahigkeit gegenliber dem
linken Organ (FRANKEL et al. 1989; TURNER et al. 1990). Durch die starkere Inner-
vation kann sich der rechte Hoden in der Testosterongesamtbilanz deutlicher bemerk-
bar machen. Bei einem pathologischen Ereignis erscheint jedoch auch eine hdhere
Sensibilitdt des rechten Hodens moglich. Dies wirde die Unterschiede in den Grau-
stufenparametern erklaren, die sich zwischen den produktionstauglichen und nicht pro-
duktionstauglichen Ebern ausschlie3lich im rechten Hoden nachweisen liel3en.

Es bleibt zu erwagen, ob das testikulare Untersuchungsschema einen Grund fir sei-
tenabhangig variierende Ergebnisse darstellen kann. Bei der sonographischen Unter-
suchung erfolgte zwischen dem Ubergang vom linken zum rechten Hoden ein Wechsel
der untersuchenden Hand. Der Schallkopf wurde am linken Hoden stets mit der linken
Hand gefuhrt, wahrend die Untersuchung des rechten Hodens rechtshandig erfolgte.
Moglicherweise ist durch die Rechtshandigkeit der Untersucherin ein unterschiedlicher
Ankopplungsdruck auf den jeweiligen Hoden ausgeubt worden.

Nicht produktionstaugliche Eber zeigten im ON-Test in der Graustufenanalyse signifi-
kant erhohte Werte fur die Graustufenparameter AUC und GRAD des rechten Hodens.
Die AUC beschreibt die Flache unter der Kurve des auf den haufigsten Grauwert nor-
malisierten Graustufenhistogramms. Diese kann bei unterschiedlichen Graustufenver-
teilungen (Kurvenformen) gleich gro3 ausfallen und scheint daher fur die Einteilung
der Eber hinsichtlich ihrer testikularen Spermienproduktionskapazitat nur begrenzt
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nutzbar. Der signifikante Anstieg des Graustufenparameters GRAD bei den nicht pro-
duktionstauglichen Ebern weist darauf hin, dass die Grauwertunterschiede zwischen
den benachbarten Pixeln grolier werden. Daraus lasst sich eine zunehmende Inhomo-
genitat des testikularen Aufbaus folgern. Als Hypothese kdnnte eine solche Unregel-
mahigkeit auf eine subklinische Entzindung zurlckzufuhren sein. In der Literatur ist
eine subklinische Entziindung unter graustufenanalytischen Aspekten bisher nicht un-
tersucht worden. In den Eberstationen unterblieb die weiterfuhrende pathologische Di-
agnostik der Hoden der nicht produktionstauglichen Eber, sodass keine definitiven
Ruckschlisse von graustufenanalytischen Ergebnissen auf testikulare Pathologien ge-
zogen werden konnen.

Nicht produktionstaugliche Eber verzeichneten im Vergleich zu den produktionstaugli-
chen Tieren im OFF-Test einen Anstieg des Graustufenparameters MIN GV. Dieser
Parameter kann den gesteigerten Anteil an anechogener Flussigkeit im Hodenpa-
renchym widerspiegeln. Die Flussigkeit konnte das Exsudat einer subklinischen Ent-
zundung sein. Diese kann zu Schadigungen des Hodenparenchyms fuhren. Eine De-
generation des testikularen Funktionsgewebes korrelierte in einer Studie von
MAZEIKA et al. (2012) bei adulten Besamungsebern (Alter: 35 + 11 Monate; n = 23)
negativ mit dem Prozentsatz motiler Spermien sowie der Anzahl morphologisch nor-
maler Spermien im Ejakulat. Es scheint denkbar, dass solche testikularen Mikrolasio-
nen bereits beim Jungeber eine Rolle spielen und Auswirkungen auf die Produktions-
tauglichkeit der Tiere haben.

Im Folgenden wurde untersucht, ob mittels erstmalig definierter graustufenanalytischer
Grenzwerte flr die testikularen Graustufenparameter eine Aussage daruber getroffen
werden kann, ob ein Eber mit 100 £ 5 bzw. 170 £ 5 LT zukUnftig fur die Produktion von
Ejakulaten zur kunstlichen Besamung geeignet sein wird. Eine segmentale lineare Re-
gression sollte dem Aufzeigen mdglicher Wendepunkte in den Datensatzen dienen.
Diese konnen auf Grenzwerte zwischen zwei Testgruppen hinweisen. Die Ergebnisse
der Graustufenanalyse von produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen
Ebern bedingten, dass fur die Regressionsanalyse ausschlie3lich die Graustufenpara-
meter des rechten Hodens berucksichtigt werden konnten. Fir die Graustufenparame-
ter GRAD des rechten Hodens im ON-Test sowie MIN GV des rechten Hodens im
OFF-Test zeigten die Daten in Bezug auf die spermatologischen Parameter Spermien-
gesamtzahl, logarithmierter Anteil morphologisch normaler Spermien sowie logarith-
mierter Anteil motiler Spermien nach 72 h Lagerung und 30 min Inkubation bei 38 °C
(Thermoresistenztest 1) Umbriche zwischen den Regressionssegmenten. Diese
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stimmten mit den signifikant unterschiedlichen Ergebnissen fur die jeweiligen Graustu-
fenparameter des ON- und OFF-Tests unter Einbeziehung der Produktionstauglichkeit
Uberein. So ergab sich im ON-Test unter Berlcksichtigung des rechten Hodens ein
Grenzwert von GRAD =12. Im OFF-Test diente fir den rechten Hoden ein MIN
GV =40 als Grenzwert zwischen produktionstauglichen und nicht produktionstaugli-
chen Ebern. Diese vorlaufigen Grenzwerte kdnnen der Praxis als mdgliche Entschei-
dungshilfe fur die Selektion von Jungebern in der Pubertat dienen. Sie sollten jedoch
stets in Zusammenhang mit weiteren Selektionskriterien betrachtet werden, da die
Stichprobe flr eine absolute Grenzwertbildung anhand der Graustufenparameter als
zu gering einzuschatzen ist. Zudem gab es eine gewisse Schnittmenge zwischen den
produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Ebern hinsichtlich der einzel-
nen Graustufenparameter.

Im OFF-Test war das Risiko, ein nicht produktionstauglicher Eber zu werden, 2,3-fach
erhoht fur Tiere, die einen MIN GV des rechten Hodens = 40 aufwiesen. Mit 21 (Er-
gebnis oberhalb des Grenzwertes fur MIN GV des rechten Hodens) bzw. 16 (Ergebnis
unterhalb des Grenzwertes fur MIN GV des rechten Hodens) Ebern waren hier die
Gruppengroflen der nicht produktionstauglichen Eber als aussagekraftig einzuschat-
zen. KLEVE-FELD (2014) wies in seiner Arbeit ein 11-bis 17-fach erhdhtes Risiko fur
Eber mit abweichenden andrologischen Organbefunden nach, eine Dysspermie zu
entwickeln. FUr die Hoden schrankte KLEVE-FELD die Aussagekraft seiner Ergeb-
nisse insofern ein, als dass die Stichprobengrof3en der Eber mit abweichenden sper-
matologischen und andrologischen Befunden konstant unter zehn Ebern blieb. Eine
von KLEVE-FELD (2014) ermittelte Odds-Ratio von OR = 2,4 fur das Ereignis, bei pa-
thologisch veranderten Samenstrangen eine Pathospermie zu entwickeln, erschien
aufgrund der grofReren Stichprobe verlasslicher und bewegte sich im Rahmen der in
dieser Studie gefundenen Chancen. Die in der vorliegenden Studie durchgefuhrte ob-
jektive sonographische Befunderhebung kann zudem eine hdhere Feinabstufung
testikularer Befunde aufweisen als eine palpatorische Diagnostik allein. Daher sollten
beide Untersuchungsmethoden kombiniert angewendet werden. Ein erhdhtes Risiko
im OFF-Test, bei Uberschreitung des definierten Grenzwertes fir den Graustufenpa-
rameter MIN GV des rechten Hodens nicht produktionstauglich zu werden, konnte sich
durch den relativ kurzen zeitlichen Abstand und damit den engen Zusammenhang zwi-
schen den Hodenbefunden des OFF-Tests und den ersten untersuchten Ejakulaten
erklaren lassen.
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Die eindimensionalen Graustufenparameter MAX GV, MEAN GV und STD DEV wur-
den in der Literatur mit physiologischen und pathologischen Veranderungen im testi-
kularen Parenchym sowie der aktuellen und zukinftigen Spermaqualitat in Zusam-
menhang gebracht (HOHNE 2002; AHMADI et al. 2012; BRITO et al. 2012; MOXON
et al. 2015; ENGLAND et al. 2017). Die vorliegende Studie fand keine signifikanten
Unterschiede der genannten Graustufenparameter zwischen produktionstauglichen
und nicht produktionstauglichen Ebern. Bei der Berechnung der eindimensionalen
Graustufenparameter wird die raumliche Verteilung der Pixel nicht bertcksichtigt. So
konnen laut HERMES (1998) verschieden aufgebaute Gewebe dieselben eindimensi-
onalen Charakteristika aufweisen. Die prozentualen Haufigkeiten der Graustufen wa-
ren also identisch, nicht aber ihre raumliche Verteilung im Gewebe. Ob ein vermehrtes
Vorkommen von niedrigen Grauwerten einer guten Spermatogenesefahigkeit
(entsprechend flussigkeitsgefullten Tubuli seminiferi) (OMER et al. 2012) oder dem
Vorkommen einer grofRen flussigkeitsgefullten Zyste (ABDULWAHED et al. 2013) mit
moglicher negativer Wirkung auf die Spermatogenese zuzuschreiben ist, kann durch
die Betrachtung eindimensionaler Graustufenparameter nicht unterschieden werden.
Unter diesem Gesichtspunkt muss die absolute Aussagekraft der eindimensionalen
Graustufenparameter Uber die Funktionsfahigkeit des Hodens vorsichtig betrachtet
werden.

Tierspezifische Einflussfaktoren auf die Intaktheit beider Hoden sind der Gesundheits-
status des Tieres und das Alter. Fieberhafte Allgemeinerkrankungen kénnen die Libido
eines Tieres und damit das Produktionsvermdgen von Ejakulaten beeintrachtigen
(KOENEN et al. 1996). Schmerzhafte Erkrankungen des Bewegungsapparates sind
beim Jungeber schon seit Ende der 1970er Jahre beschrieben worden und kénnen
Einfluss auf das Sprungvermdgen der Tiere zu haben (REILAND 1978a, b; CARLSON
et al. 1989). Auch pathologische Veranderungen des scrotalen Inhaltes kdnnen sich in
einer Dysspermie ausdriicken. KLEVE-FELD (2014) bringt in seiner Arbeit eine palpa-
torisch diagnostizierte porcine Varikozele testis mit einem erhdhten Risiko fur eine
Teratozoospermie sowie Membranschaden der Spermien in Zusammenhang.

Das Erreichen eines gewissen Alters scheint beim Eber Einfluss auf die Spermaquali-
tat zu haben. Zwischen 18 und 30 Lebensmonaten bleibt der Anteil morphologisch
abnormaler Spermien stabil (SERNIENE et al. 2002). Jedoch geht mit weiterem Al-
tersanstieg (> 30 Lebensmonate) eine signifikant groRere Inzidenz (P < 0,01) einer
Pathospermie einher. Gleichzeitig sinkt die Lebensfahigkeit der porcinen Spermien
(P <0,01).
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Die Darstellung von Organpathologien mittels der Graustufenanalyse ist insgesamt in
der Wissenschaft etabliert. In der Humanmedizin spiegelten sich pathologische Ver-
anderungen der Leber, der GefalRe und des Uterus in der Graustufenanalyse des je-
weiligen Organs wider (GONCALVES et al. 2004; LEE et al. 2006; SANTOS FILHO et
al. 2010). Hunde mit kunstlich induziertem Myokardinfarkt zeigten aufgrund der ent-
stehenden Ischamie vermehrt helle Graustufen, die noch Wochen spater als Indikator
der Gewebeschadigung nachweisbar sind (TAK et al. 1992). In der Pranatal-
Diagnostik liefert die Graustufenanalyse fetaler Organe wertvolle Hinweise auf die Ge-
sundheit des ungeborenen Kindes (SERIZAWA u. MAEDA 2010; REIR 2013). Auch
konnte das biologische Verhalten von Neoplasien mittels der Graustufenanalyse cha-
rakterisiert werden (ITO et al. 2007). Bei Ruden und Bullen gelang der Beweis, dass
testikulare Graustufen und die Spermaquantitat sowie -qualitat in Zusammenhang ste-
hen (ARTEAGA et al. 2005; MOXON et al. 2015) und sich bei pathologischen Veran-
derungen wechselseitig beeinflussen. Pathologien der Hoden und samenableitenden
Organe konnen sich also in der Graustufenanalyse des testikularen Parenchyms
widerspiegeln. HOHNE (2002) konnte die Verbindung zwischen Graustufenparame-
tern des Hodens bei Riden mit Normo-, Dys- sowie Pathospermie allerdings nicht be-
statigen. In ihrer Studie wurde die Bildanalyse mit zuvor auf einer
Super-Videoheimsystem-Videokassette (S-VHS) gespeicherten Schnittbildern durch-
gefuhrt. Diese Speicherform geht mit einem Auflésungsverlust und damit mit einem
verringerten Informationsgehalt der Bilder einher. Zudem ist die verwendete Frequenz
von 7,5 MHz eventuell als zu gering flr eine ausreichende Feinaufldsung der caninen
Hoden zu bewerten. Die in der Studie von HOHNE (2002) genutzte Fingertip-Sonde
konnte zusatzlich fir Bewegungsartefakte bei der Bilderstellung verantwortlich sein.

Die Graustufenanalyse von Geweben ist also einer gewissen Fehleranfalligkeit unter-
worfen. Um den Einfluss von technischen Artefakten zu verringern bzw. auszuschlie-
Ren, kann sich eine Anpassung der Position der Messregion innerhalb eines Ultra-
schallbildes eignen. Die Positionierung verschiedener Messregionen, wie unter Kapitel
4.4.1 beschrieben, diente der Untersuchung der Fragestellung, in welchem Umfang
der applizierte Ankopplungsdruck die Graustufenparameter verandert und ob die
Positionierung der Messregion im testikularen Parenchym diesen Einfluss minimieren
kann. Gleichzeitig sollte der Einfluss einer Schallreduktion durch das Mediastinum
testis auf die computergestutzte Graustufenanalyse abgeschatzt werden. Zur Quanti-
fizierung des Druckeinflusses in verschiedenen Messbezirken innerhalb eines Schnitt-
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bildes diente der Vergleich der Ergebnisse der eindimensionalen Graustufenparame-
ter MAX GV, MIN GV und MEAN GV. STD DEV und HET wurden als Mal3 fur die
Streuung der Graustufen innerhalb der Messregion ausgewertet.

Schallkopfnah zeigte sich in der Fallstudie die Messregion ROI 1 mit den niedrigsten
eindimensionalen Grauwerten sowie den hochsten Werten flr die streuungsassoziier-
ten Graustufenparameter. Diese Ergebnisse kdnnten eine mdgliche Kompression des
Gewebes durch die schallkopffihrende Hand belegen. Aus anatomischer Sicht ist im
Randbereich des testikularen Parenchyms kein abweichender Aufbau zu erwarten, der
eine Schalldampfung in dem beobachteten Ausmal} erklaren kénnte. Die Streuung der
Graustufen kénnte durch das Verhaltnis der beim Schwein stark ausgepragten
Septulae testis zu den Tubuli seminiferi begrindet sein. Eine auf den Hoden wirkende
Kompression kann sich auf die flussigkeitsgeflllten Samenkanalchen starker auswir-
ken als auf die festen bindegewebigen Septen. Die schallkopfferne Messregion ROI 3
schien vom Ankopplungsdruck nicht beeinflusst zu werden, wohl aber von den sono-
graphischen Eigenschaften des Mediastinum testis. Die Graustufenparameter MAX
GV und MEAN GV nahmen geringere Werte als in Messregion ROI 2 an, stellten sich
jedoch grofder als in Messregion ROI 1 dar. Der Graustufenparameter MIN GV stellte
hier eine Ausnahme dar und nahm den grof3ten Wert im Vergleich der drei
Messregionen an.

Die Streuungsindikatoren STD DEV und HET zeigten die geringsten Werte in den
Messregionen ROI 1 und 2. Das Mediastinum testis als bindegewebige Struktur zeigt
einen mittleren Grad an Schallreflektion. Je dichter ein Gewebe aufgebaut ist, desto
starker ist dieses Phanomen zu beobachten (AZHARI 2010). Beim Eintreffen der
Schallwellen auf das Mediastinum testis konnen diese nur teilweise das Gewebe
durchdringen und mit den tiefer liegenden Strukturen interagieren. Dies kann die ge-
ringeren Werte fur die Graustufenparameter MAX GV und MEAN GV in Messregion
ROI 3 gegenuber denen der ROI 2 erklaren. Im Mediastinum testis laufen die Tubuli
seminiferi recti im Rete testis zusammen. Es erscheint denkbar, dass eine im Nahbe-
reich des Mediastinum testis vorliegende, dichtere Ansammlung der Samenkanalchen
Abweichungen in der Pixelfarbung verursachen kann. Die partielle Schallausléschung
unterhalb des Mediastinum testis konnte auch fur eine Maskierung der tatsachlichen
Pixelstreuung in diesem Bereich durch eine relative Erhdhung der dunklen (niedrigen)
Graustufen verantwortlich sein. Dies wirde die geringen Werte fur die Graustufenpa-
rameter STD DEV und HET innerhalb der Messregion ROI 3 im Vergleich zur ROI 2
erklaren.
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Der Ankopplungsdruck wurde in der Literatur bereits als potenzielle Quelle fir Arte-
fakte beschrieben (HOHNE 2002). Im Vergleich der Artefakte durch den Ankopplungs-
druck und das Mediastinum testis schien der Ankopplungsdruck den groReren Einfluss
auf die Graustufenanalyse auszuuben. Die Messregion ROI 2 erwies sich als sehr ge-
eignet, ein Bild der tatsachlichen testikularen Verhaltnisse aufzuzeigen. Daher erfolgte
fur die Graustufenanalyse dieser Studie die standardisierte Auswertung einer Messre-
gion entsprechend der Position der Messregion ROI 2. Zusatzlich wurde die sonogra-
phische Untersuchung der Hoden der ON-Testeber mit einer Vorlaufstrecke durchge-
fuhrt, um den Ankopplungsdruck weiter zu minimieren.

Eine weitere Ursache fur die detektierten Unterschiede in den Graustufen des linken
und rechten Hodens kann die Deaktivierung der Bildoptimierungsprozesse innerhalb
der Ultraschalleinheit sein. Kontrastanhebung und Glattung sorgen zwar fur eine deut-
lichere Darstellung der Organstrukturen fur die visuelle Auswertung einer sonographi-
schen Aufnahme, verandern jedoch die Graustufen auf Pixelebene. Diese Prozesse
resultieren in einer Kalkulation der Graustufenparameter auf Grundlage von nachtrag-
lich veranderten Graustufen. Eine solche Graustufenanalyse kann Ergebnisse erzie-
len, die nicht die reale Gewebezusammensetzung widerspiegeln. Des Weiteren wur-
den eine mangelhafte Bildqualitat sowie inkonstante Gerateeinstellungen bereits bei
HOHNE (2002) als Fehlerquellen fiir die computergestiitzte Graustufenanalyse be-
rucksichtigt. SINGH et al. (1998) nennen gerateeigene Bildoptimierungsprozesse so-
wie die Sicherung der Bilddateien in einem komprimierten Format als zusatzliche Stor-
faktoren fur die Vergleichbarkeit der Analyseergebnisse.

FuUr das Schwein existieren ausfuhrliche Untersuchungen der Entwicklung des Hoden-
volumens wahrend der Aufzucht (WICKE 1991). GroRvolumige Hoden konnten nicht
nur mit einem grofRen Ejakulatvolumen in Zusammenhang gebracht werden (PINHO
et al. 2018). Eine Selektion auf grol3e Hoden in der Pubertat von Ebern hatte zudem
auch eine hohere Spermienkonzentration im Ejakulat zur Folge (HUANG u. JOHNSON
1996). Aus diesen Grunden sollte innerhalb der vorliegenden Studie ein praxistaugli-
ches und zeitsparendes Verfahren entwickelt werden, mittels der Sonographie Malie
zur porcinen Hodenvolumenkalkulation zu erfassen.

Der Vermessung der Hoden am lebenden Eber war durch die korpernahe Lage der
Organe Grenzen gesetzt. Tierindividuell war die Langsausdehnung des Hodens nicht
innerhalb einer Schallkopflange darstellbar. Die der Vermessung der Hoden folgende
Graustufenanalyse erforderte zusatzlich standardisierte Bildeinstellungen. Zu diesen
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zahlten unter anderem eine konstante Frequenz und Eindringtiefe der Ultraschallwel-
len fUr die jeweilige Altersgruppe der Jungeber. Die Hodenlange unter Berlcksichti-
gung der spezifischen graustufenanalytischen Erfordernisse sonographisch zu erfas-
sen erforderte das Abwagen verschiedener Methoden.

Die Langenmessung des Hodens beim Hengst fuhrten LOVE et al. (1992) Uber eine
Anpassung der Eindringtiefe der Ultraschallwellen durch. Die Eindringtiefe wurde nach
dieser Methode tierindividuell soweit erhoht, bis der Hoden in seiner Langsachse bild-
flllend dargestellt werden konnte. Fur die Hodenmessungen innerhalb der vorliegen-
den Studie erschien das Verfahren aufgrund der notwendigen Veranderungen der
standardisierten Bildeinstellungen jedoch ungeeignet. Frequenz und Eindringtiefe
mussten fur jedes Individuum an die individuelle HodengroRe neu adaptiert werden.
Eine Standardisierung der Aufnahmen fur die Vergleichbarkeit der Graustufenparame-
ter der Eber innerhalb einer Altersgruppe ware unter Nutzung dieses Messverfahrens
nicht moglich gewesen.

Die sonographische Messung der Hodenbreite und eine anschlieRende Modifizierung
der Volumenformel nach YOUNG et al. (1986) bezuglich des Faktors Hodenlange er-
moglichte es, innerhalb dieser Studie zeitsparend das Hodenvolumen beider Alters-
gruppen aus den Ultraschallaufnahmen zu bestimmen. Einschrankend ist zu bertck-
sichtigen, dass die kalkulierten Hodenvolumina nicht durch die Wasserverdrangungs-
methode verifiziert werden konnten. Die Eber wurden nach der Hodenvermessung
nicht kastriert, da sie fur den Zuchteinsatz bestimmt waren. Bei WICKE (1991) ergab
das mittels der genutzten Formel kalkulierte Hodenvolumen bei Jungebern mit einer
hohen Genauigkeit (r, = 0.96) das tatsachliche, mit der Wasserverdrangungsmethode
bestimmte, Volumen (n = 314 Hoden). Die Erfassung des Hodenvolumens uber eine
Vermessung mittels Seager®-Orchometer und einer anschlieRenden Volumenkalkula-
tion Uber die Formel nach YOUNG et al. (1986) fuhrte WICKE (1991) erfolgreich an
1.300 Jungebern durch.

Die Auswertung der testikularen Messdaten erfolgte in der Literatur meist unter der
Auffassung, dass beide Hoden gleichmalig zur Spermatogenese beitragen. Dieser
Annahme wurde speziesubergreifend durch die Zusammenfassung der Messparame-
ter beider Hoden eines Tieres zu einem gemeinsamen Wert Rechnung getragen
(COULTER u. FOOTE 1976; CLARK et al. 2003; PRICKING et al. 2017; ELBAZ et al.
2018; PINHO et al. 2018). In der vorliegenden Studie deuteten die abweichenden Er-
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gebnisse der Graustufenparameter beider Hoden eines Tieres an, dass sich das tes-
tikulare Parenchym in der Pubertat seitenabhangig verschieden stark ausdifferenzie-
ren kann. Bei adulten Tieren ist eine solche Asymmetrie fur das funktionelle Hodenge-
webe beschrieben (GERENDAI u. HALASZ 2001). Aus diesen Erkenntnissen heraus
erfolgte erstmalig fur den Eber in der Pubertat die Einzelbetrachtung der Messergeb-
nisse des rechten und linken Hodens fur die weitere Auswertung.

Beide Hoden einer Altersgruppe zusammengefasst betrachtet, waren bei produktions-
tauglichen Ebern die Hoden im ON-Test signifikant groRer als bei nicht produktions-
tauglichen Tieren (23 £11 ml vs. 20 £ 8 ml; P = 0,021). Das Ergebnis konnte auf frih-
reife Eber hindeuten, deren korperliche und testikulare Entwicklung gegentber den
nicht produktionstauglichen Tieren mit 100 d bereits weiter fortgeschritten ist. Diese
Tiere konnen in der KB-Station auch frihzeitig quantitativ und qualitativ taugliche Eja-
kulate produzieren. Da die Ergebnisse der Graustufenanalyse auf eine getrennte Aus-
wertbarkeit des linken und rechten Hodens hindeuteten, muss eine zusammenfas-
sende Betrachtung der Hoden bezuglich ihrer Volumenentwicklung zwischen den Pro-
duktionsgruppen vorsichtig interpretiert werden. Die Ergebnisse des gesonderten Ver-
gleichs der Volumina des linken und rechten Hodens zwischen produktionstauglichen
und nicht produktionstauglichen Ebern im ON- und OFF-Test erbrachten keine signifi-
kanten Unterschiede. Produktionstaugliche Eber hatten im ON-Test jedoch tendenziell
einen groferen rechten Hoden als nicht produktionstaugliche Eber (24 + 11 ml vs.
20 £ 8 ml; P =0,053). Da die Erfassung der Hodenvolumina innerhalb eines sehr fri-
hen Zeitfensters in der Pubertat stattfand, konnten sich die Verhaltnisse bei alteren
Ebern, wie bereits oben diskutiert, durch ein kompensatorisches Wachstum des linken
Hodens ausgleichen bzw. umkehren. Die Entwicklung der Hodenvolumina der Eber in
der Besamungsstation wurde nicht weiterverfolgt. Ein geringes Hodenvolumen kann
auf eine Degeneration des testikularen Parenchyms hinweisen (WEISS u. KAUFER-
WEISS 1999). Die Arbeitsgruppe von NOGUCHI (2013) beobachtete bei adulten
Ebern asymmetrische Hoden in Zusammenhang mit einer Orchitis sowie Epididymo-
Orchitis. Diese hatte negative Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit des Tieres. DE
SOUZA et al. (2015) stellte bei adulten Ruden dem gegenuber keine signifikanten Un-
terschiede im Hodenvolumen fertiler und infertiler Tiere fest. Nicht jeder pathologische
Einflussfaktor auf die Spermatogenese scheint sich folglich im Hodenvolumen wider-
zuspiegeln.

Die gesonderte Betrachtung der Untersuchungsbefunde der Eber mit A- bzw.
Oligozoospermie (BWZ 8) fugte sich sowohl im Rahmen der Graustufenanalyse als
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auch unter Betrachtung des Hodenvolumens in das Bild ein, das sich bereits bei den
produktionstauglichen und nicht produktionstauglichen Ebern abzeichnete. Der Grau-
stufenparameter GRAD des rechten Hodens war bei den Ebern mit A- bzw.
Oligozoospermie signifikant hdher als bei den produktionstauglichen Ebern
(13,00 + 2,68 vs. 10,28 + 2,02). Eine Unregelmaldigkeit des testikularen Parenchyms,
wie durch den erhdhten GRAD abgebildet, scheint einer physiologischen Spermato-
genese entgegen zu stehen. Bei diesen Tieren kdme eine Pathogenese der Tubuli
seminiferi als Ursache fur die unregelmaRige Struktur des Hodenparenchyms in Frage,
die genetisch bedingt sein konnte. Ob es eine genetische Komponente fur die A- bzw.
Oligozoospermie der Eber dieser Studie gab, konnte innerhalb des Projektes nicht un-
tersucht werden.

Die Betrachtung der Eber mit A- bzw. Oligozoospermie zeigte zu keinem Untersu-
chungszeitpunkt signifikant veranderte Hodenvolumina gegenuber den produktions-
tauglichen Ebern (BWZ 1 bis 5) sowie den Tieren mit funktionsfahigem Hodenpa-
renchym (BWZ 1 bis 7). In einem Fallbericht von CLEMENTS et al. (2010) wies ein
8 Monate alter Eber eine Azoospermie aufgrund einer Obstruktion durch multiple Sper-
magranulome auf. Bei diesem Tier wurden die Hodenvolumina ebenfalls nicht als vi-
suell auffallig verandert beschrieben, obgleich eine exakte Grollenerfassung unter-
blieb. Durch die Obstruktion konnte trotz physiologischer Bildung der Spermatozoen
keine Abgabe selbiger in das Ejakulat erfolgen. Sonographisch fiel das Tier durch eine
beidseitige Dilatation des Caput epididymidis mit erweiterten Ductuli deferentes auf.
Diese sonographischen Befunde traten bei den von einer Azoospermie betroffenen
Ebern dieser Studie nicht auf. Eine Obstruktion als Ursache fir die Abwesenheit von
Spermatozoen im Ejakulat der Eber bleibt trotzdem moglich. Degenerationen des Ho-
dens haben meist eine Verringerung der HodengréRe zur Folge (WEISS u. KAUFER-
WEISS 1999). Die Eber mit vollstandiger Azoospermie wiesen gegenuber der Ver-
gleichspopulation keine Abweichungen bezuglich des Hodenvolumens auf, daher
scheint eine fortgeschrittene Hodendegeneration unwahrscheinlich. Als einschran-
kend fur die Aussagekraft der graustufenanalytischen Ergebnisse sowie des Ver-
gleichs der Hodenvolumina ist die geringe Pravalenz einer A- bzw. Oligozoospermie
in der vorliegenden Studienpopulation zu nennen.

FUr die Beurteilung der Kennzahlen des Herkunftswurfs der Eber unter Berucksichti-
gung einer prognostischen Produktionstauglichkeit standen Daten zur Paritat der Sau,
der Anzahl lebend geborener sowie tot geborener Ferkel, zum Geschlechterverhaltnis
sowie zur Anzahl der mumifizierten Ferkel im jeweiligen Wurf zur Verfugung. Fur die
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Paritat der Sau ergab sich ein signifikanter Unterschied bezuglich der zukunftigen Pro-
duktionstauglichkeit der Eber. Nicht produktionstaugliche Tiere stammten signifikant
haufiger von Sauen mit niedrigerer Paritat ab als produktionstaugliche Eber. Sauen mit
héheren Paritaten scheinen also durchschnittlich mehr produktionstaugliche Eber zu
gebaren. Der Literatur folgend kamen die starksten Warfe von Sauen zwischen der
dritten und funften Paritat (RUEDIGER u. SCHULZE 2012). MaRgeblich fur diese Ein-
schatzung waren das Geburtsgewicht der Ferkel sowie die Wurfgrofe. Beide Parame-
ter zeigten in einer Studie von QUESNEL und Kollegen (2008) in den ersten beiden
Warfen die niedrigsten Werte und stiegen anschliel3end stetig an. WICKE (1991) beo-
bachtete einen positiven Zusammenhang zwischen der steigenden Paritat der Sau und
dem Hodenvolumen der Eber am 100. Lebenstag.

Das Geburtsgewicht scheint einen direkten Einfluss auf die somatische und testikulare
Entwicklung von Jungebern zu haben. Die Arbeitsgruppe von AULER (2017) konsta-
tierte in einer aktuellen Studie den positiven Zusammenhang zwischen dem Geburts-
gewicht der Ferkel und dem Korper- sowie Hodengewicht mit 8 Lebensmonaten. Im
neonatalen Hoden zeigten mannliche Ferkel mit einem hohen Geburtsgewicht
(1,85 - 2,15 kg) eine signifikant hdhere Anzahl von somatischen und germinativen Zel-
len gegenuber den Wurfgeschwistern mit geringerem Anfangsgewicht. Das Geburts-
gewicht beeinflusste im weiteren Verlauf nicht die Testosteronkonzentration im Blut
der Eber im Alter von 8 Monaten (AULER et al. 2017). Die Leydigzellen scheinen folg-
lich nicht vom Geburtsgewicht beeinflusst zu werden. Moglich erscheint ein negativer
Einfluss des Geburtsgewichtes auf Wachstum sowie Differenzierung der Sertolizellen
und damit auf die Nahrstoffbereitstellung fur die Spermatogenese. Ein niedriges Ge-
burtsgewicht des mannlichen Ferkels (< 1,15 kg), welches haufiger in Wurfen von
Jungsauen vorkommt, konnte also mit verantwortlich fur eine spatere negative Ent-
wicklung der Spermatogenese (nicht produktionstaugliche Eber) sein. Dies konnte die
Haufung der nicht produktionstauglichen Eber in Wirfen von Jungsauen mit erster bis
zweiter Paritat erklaren, wie sich in der vorliegenden Studie zeigte. Das Geburtsge-
wicht der Ferkel stand fur diese Studie nicht zur Verfigung.

Ein weiterer Einflussfaktor konnte sich im Selektionsprozess der Sauen finden.
Jungsauen, die meist aufgrund einer unzureichenden Fertilitatsleistung nach einem
bis zwei Wurfen aus dem Zuchtprogramm entfernt wurden (D'ALLAIRE et al. 1987),
konnten in der Gruppe der Sauen mit einer hdheren Paritat nicht mehr berucksichtigt
werden. Diese Gruppe wurde D'ALLAIRE zufolge aufgrund der vorherigen Selektion
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aus einem hdheren Anteil an Tieren mit zufriedenstellender Reproduktionsleistung be-
stehen. Eine Beeinflussung des beobachteten Ergebnisses kann nicht ausgeschlos-
sen werden.

Die Anzahl lebend geborener Ferkel im Wurf beeinflusste positiv das Hodenvolumen
der Jungeber des jeweiligen Wurfes am 100. Lebenstag (WICKE 1991). Ein Zusam-
menhang zwischen tot geborenen Ferkeln im Wurf und der zukinftigen Fruchtbarkeit
der lebend geborenen mannlichen Ferkel desselben Wurfs wurde in der Literatur nach
Kenntnisstand der Autorin nicht beschrieben. Bei produktionstauglichen Ebern korre-
lierte der Graustufenparameter GRAD des rechten Hodens im ON-Test schwach ne-
gativ mit der Anzahl tot geborener Ferkel im Wurf. Je groRer der Wurf, desto mehr
Ferkel werden tot geboren (LEENHOUWERS et al. 1999). Pluripare Sauen haben gro-
Rere Wirfe und durchschnittlich schwerere Ferkel als Jungsauen mit einem Wurf
(QUESNEL et al. 2008). Gleichzeitig steigt auch das spatere Hodenvolumen der le-
benden Ferkel mit der Paritat der Sau an (WICKE 1991). Eine geringere Unregelma-
Rigkeit des Hodenparenchyms (niedrigerer GRAD) mit 100 LT scheint folglich mit einer
physiologischen Entwicklung und einer zu erwartenden Tauglichkeit fur die Produktion
von Ejakulaten zur KB einher zu gehen.

Bei nicht produktionstauglichen Ebern korrelierte die Anzahl lebend geborener Ferkel
im Herkunftswurf schwach positiv mit dem Graustufenparameter MIN GV zum OFF-
Test. Der MIN GV war bei nicht produktionstauglichen Ebern im OFF-Test signifikant
hoéher als bei produktionstauglichen Tieren. Nicht produktionstaugliche Eber stammten
jedoch auch signifikant haufiger von Sauen mit geringer Paritat ab. Diese Jungsauen
bringen, wie bei QUESNEL et al. (2008) beschrieben, weniger Ferkel zur Welt als Alt-
sauen mit mehreren Warfen. In diesem Zusammenhang lasst sich die gefundene
schwache Korrelation zwischen der Anzahl lebend geborener Ferkel im Herkunftswurf
und dem Graustufenparameter MIN GV im OFF-Test nicht erklaren. Moglicherweise
haben hier nicht die Vitalitdt des Herkunftswurfs, sondern spatere Umwelteinflisse
eine wesentlich hdhere Wechselwirkung mit der Spermaqualitat der ersten Ejakulate
(Adaptationsstorung der Jungeber).

Den Einfluss des Geschlechterverhaltnisses im Wurf auf die spatere Fruchtbarkeit der
weiblichen Nachkommen untersuchten LAMBERSON et al. (1988). Diese Arbeits-
gruppe fand heraus, dass die spatere Reproduktionsleistung der Jungsauen nur ge-
ringfugig abfiel, wenn es mehr mannliche als weibliche Wurfgeschwister gab. Es
konnte jedoch nur 1,3% der Variation in der Reproduktionsleistung der Jungsauen auf
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das Geschlechterverhaltnis im Wurf zurickgeflhrt werden. Das intrauterin produzierte
Testosteron der Hoden mannlicher Féten schien hier der Grund fur eine verspatete
Pubertat und eine geringere Reproduktionsleistung der weiblichen Wurfgeschwister zu
sein (FORD et al. 1980). WICKE (1991) fand keine Korrelation des Geschlechterver-
haltnisses im Herkunftswurf zur Hodenentwicklung der Jungeber. Einen Einfluss des
Geschlechterverhaltnisses auf die spatere Spermaleistung konnte in den vorliegenden
Daten ebenfalls nicht gefunden werden. Allerdings war bei nicht produktionstauglichen
Ebern im ON-Test ein Anstieg des GRAD des rechten Hodens schwach negativ mit
der Anzahl lebend geborener mannlicher Ferkel im Herkunftswurf korreliert. Ein unre-
gelmaRiges Hodenparenchym des Ebers konnte hier auf ein zugunsten der weiblichen
Ferkel verschobenes Geschlechterverhaltnis im Wurf zurtick zu fihren sein. Weniger
mannliche Ferkel produzieren auch weniger Testosteron, was sich negativ auf den bei
FORD et al. (1980) beschriebenen intrauterinen Testosteronspiegel auswirken kann.
Dieser ist entscheidend fur die morphologische Entwicklung der Leydigzellen (AURICH
u. TOPFER-PETERSEN 2000). Im OFF-Test scheint der intrauterine Testosteronspie-
gel keinen Einfluss mehr auf den Aufbau des Hodenparenchyms zu haben. Hier konnte
der Einfluss von Umweltfaktoren Uberwiegen.

Jahreszeitliche Schwankungen der Umgebungstemperatur (Makro- und Mikroklima)
konnen die testikulare Thermoregulation beeintrachtigen. Dabei haben sich in der Li-
teratur besonders warme Temperaturen als negative Einflussfaktoren auf die Sper-
magqualitat herausgestellt. Die Forschungsgruppe um SAVIC (2013) konnte die jahres-
zeitliche Abhangigkeit des Ejakulatvolumen sowie der progressiven Motilitat der Sper-
mien beim Eber zeigen. Die Autoren fuhrten die verringerte Spermienmotilitat und das
erhohte Ejakulatvolumen in September und Oktober auf die hohen Temperaturen im
Sommer und das nachfolgende Auftreten von chronischem Stress zuriick (SAVIC et
al. 2013). Die Jahreszeit war ein signifikanter Einflussfaktor auf die Intensitat der Sper-
matogenese und auf qualitative Spermienparameter. Der Prozentsatz an Spermien mit
abnormalen Kopfen und Schwanzen sowie der Gesamtanteil an pathologisch veran-
derten Spermien stiegen in porcinen Ejakulaten wahrend der warmen Jahreszeit an.
Dem gegenuber nahm die Spermienviabilitdt und die Motilitat der Spermatozoen ab
(SERNIENE et al. 2002). Jahreszeitlichen Schwankungen ist ebenfalls die Spermien-
konzentration im Eberejakulat unterworfen. Diese erreichte im Sommer vergleichend
zu anderen Jahreszeiten ihren Tiefpunkt (WYSOKINSKA et al. 2009). Es erscheint
moglich, dass die Jahreszeit innerhalb dieser Studie einen Einfluss auf die Produkti-
onstauglichkeit von Einzeltieren gehabt hat. Die Eber fur die Stichprobe wurden Uber
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ein ganzes Jahr hinweg sonographisch in der Aufzucht sowie spermatologisch in der
Produktion untersucht. Durch den zeitlichen Abstand zwischen
Ultraschalluntersuchungen im ON- und OFF-Test und Spermaanalyse lieRen sich
Schwankungen der Umgebungstemperatur nicht vermeiden. Diese konnten eine Er-
klarung fur die Standardabweichungen sowohl der Graustufenparameter als auch der
spermatologischen Parameter sein. Umweltfaktoren bleiben in der vorliegenden Stu-
die insgesamt ein Einflussfaktor fur die Produktionstauglichkeit und sind damit als Fak-
tor der Aussagekraft der sonographischen Untersuchung zu berlcksichtigen.

Beim Bullen zeigte eine Studie von ARTEAGA et al. (2005) einen signifikant negativen
Effekt einer erhohten testikularen Temperatur auf die Spermienmorphologie und -mo-
tilitat. Die Dauer der erhdhten Temperatur war ein signifikanter Faktor flr den Grad der
Schadigung der Spermatogenese. Eine erhdhte Hodentemperatur Uber mehrere Tage
fUhrte zu einer Regression der Normospermie und Spermienmotilitat. Zwei Monate
nach dem Insult blieben die beschriebenen Veranderungen bezuglich der Morphologie
und Beweglichkeit der Spermatozoen nachvollziehbar. Eine Rickkehr zum Ausgangs-
wert fur die genannten Faktoren war in diesem Zeitraum nicht nachweisbar (ARTEAGA
et al. 2005).

Die Produktionsdaten Gewicht zum ON- und OFF-Test, Tageszunahme im Testzeit-
raum, Ruckenspeckdicke sowie Ruckenmuskeldicke zum OFF-Test ergaben in der
vorliegenden Studie keine signifikanten Unterschiede zwischen produktionstauglichen
und nicht produktionstauglichen Ebern. In der Literatur korrelierte das Korpergewicht
von Jungebern mit 100 und 180 d schwach positiv mit den Hodenvolumina zu den
jeweiligen Zeitpunkten (WICKE 1991). Eine hdohere Tageszunahme innerhalb des
Testzeitraumes zeigte sich den Ergebnissen der genannten Studie zufolge auch in
einem starkeren Hodenwachstum zwischen dem 100. und 180. LT der Jungeber. Eine
uberdurchschnittliche Korpermasseentwicklung ist nicht immer mit einem entspre-
chenden Hodenwachstum verbunden. Rlckenspeckdicke und Rickenmuskeldicke
zeigten bei WICKE (1991) nur schwache Korrelationen zu den gemessenen Hodenvo-
lumina.

Zusammenfassend ergeben sich aus der vorliegenden Studie Hinweise, dass eine
Prognose der Eignung eines Ebers fur den Einsatz zur Produktion von Ejakulaten zur
kinstlichen Besamung bereits in der Pubertat mittels der computergestutzten Grau-
stufenanalyse sonographischer Hodenschnittbilder moglich ist. Eine weitere Validie-
rung der vorlaufigen Grenzwerte fur die Graustufenparameter der Hoden von Piétrain-
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Ebern sollte anhand einer groReren Stichprobe erfolgen. Eine Praxistauglichkeit des
Verfahrens ist zudem von der Bertcksichtigung der beschriebenen standardisierten
Bedingungen fir die sonographische Untersuchung sowie die computergestitzte
Graustufenanalyse abhangig zu machen. Aus den Ergebnissen zur intra- und inter-
testikularen Variabilitat der Graustufenergebnisse in der Pubertat von Jungebern leitet
sich die Empfehlung ab, fur diese Spezies und Altersgruppen stets Graustufen beider
Hoden zu analysieren. Fur Folgestudien ware es interessant, ob sich in der Pubertat
von anderen mannlichen Saugetieren mittels des in dieser Studie genutzten Verfah-
rens ebenfalls eine solche Unregelmaligkeit in der Dynamik der Hodenentwicklung
nachweisen lasst. Des Weiteren ware eine sonographische Folgeuntersuchung und
Graustufenanalyse der Hoden von Ebern nach dem 170. Lebenstag sinnvoll, um eine
magliche Angleichung der Graustufenparameter von linkem und rechtem Hoden beim
adulten Tier zu prufen. Potenzielle testikulare Pathologien der nicht produktionstaugli-
chen Eber sollten einer Untersuchung unterzogen und zur Graustufenanalyse in Be-
ziehung gesetzt werden. Zur Verringerung der Fehleranfalligkeit der Graustufenana-
lyse sollten standardisierte Bildeinstellungen genutzt sowie gerateeigene Bildoptimie-
rungsprozesse deaktiviert werden. Die Bildsicherung sollte zusatzlich in unkomprimier-
ten Formaten erfolgen. Fir die Untersuchung der sonographischen Schnittbilder des
Ebers sollte die Messregion lateral des Mediastinum testis und unterhalb der bereits
visuell hypoechogenen Zone des Ankopplungsdruckes liegen. Die Grol3e der Messre-
gion sollte ebenfalls standardisiert sein. Ein solches Vorgehen kdnnte eine grofliere
Vergleichbarkeit der graustufenanalytischen Ergebnisse zukunftiger Studien ermdgli-
chen.
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6 Zusammenfassung

Svenja Beyer

Prognose der Zuchttauglichkeit von Piétrain-Ebern nach Anwendung einer
testikularen Sonographie und nachfolgender Graustufenanalyse zwischen dem
100. und 170. Lebenstag

Die Diagnose Subfertilitat und folglich einer mangelnden Eignung als Eber zur kinstli-
chen Besamung (KB) wird aktuell hauptsachlich anhand der Qualitat der gewonnenen
Ejakulate in der KB-Station gestellt. Ziel der vorliegenden Arbeit war eine frihzeitigere
Prognose der Spermaqualitat Uber eine testikulare Sonographie und computerge-
stutzte Graustufenanalyse am 100. und 170. Lebenstag von Piétrain-Ebern (Linie 408,
Pig Improvement Company, PIC). Morphologische Veranderungen der Hoden sowie
die mikrostrukturelle Hodenentwicklung der Tiere sollten mit der Qualitat der ersten,
zeitlich aufeinander folgend produzierten Ejakulate in Beziehung gesetzt werden.

Mannliche Ferkel wurden in dem Brandenburger Zuchtbetrieb mit 21 d abgesetzt.
Wasser ad libitum sowie eine rationierte, altersangepasste Standarddiat stand den
Tieren zur Verfugung. Die erste sonographische Untersuchung der Eber erfolgte mit
100 £ 5 d zusammen mit der primaren zichterischen Selektion der PIC (ON-Test;
n = 1.653 Eber). Fir die Studie wurde ein LOGIQ® e R7 Ultraschallgerat der Firma GE
healthcare mit einer 12L-RS Linearsonde genutzt. Rund 56% der Eber erfullten die
zuchterischen Kriterien der sekundaren Selektionsstufe mit 170+ 5 d (OFF-Test,
n = 925 Eber) und wurden der zweiten Ultraschalluntersuchung unterzogen. Kennzah-
len des Herkunftswurfs sowie Daten zu Produktionsparametern der PIC wurden zur
Verfligung gestellt. Mittels der Bildanalysesoftware Image-Pro® Premier (Fa. Mediacy-
bernetics) erfolgte aus den Hodenschnittbildern die Bestimmung der Graustufenpara-
meter maximaler Grauwert (MAX GV), minimaler Grauwert (MIN GV), mittlerer Grau-
wert (MEAN GV), Standardabweichung des mittleren Grauwertes (STD DEV), Hetero-
genitat (HET), normalisierte Graustufenhistogrammbreite auf 5% Niveau (NGHW 5%),
Flache unterhalb des normalisierten Histogramms (AUC) sowie mittlerer Gradienten-
betrag (GRAD). Zusatzlich wurde ein Messwert fir die Hodenbreite bestimmt und das
Hodenvolumen beider Altersgruppen modifiziert nach YOUNG et al. (1986) kalkuliert.
Im Anschluss an den Verkauf von 218 Ebern an drei deutsche KB-Organisationen er-
folgte die Bewertung der Quantitat und Qualitat von 2 bis 5 zeitlich in Folge gewonne-
nen Ejakulaten im spermatologischen Referenzlabor des Instituts fur Fortpflanzung
landwirtschaftlicher Nutztiere Schénow e.V. anhand der Referenzwerte der Richtlinie
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des Bundesverbandes fur Rind und Schwein e.V.. Es wurden die Parameter Spermi-
enkonzentration im nativen Ejakulat, Ejakulatvolumen, Spermiengesamtzahl, Anteil
morphologisch normaler Spermien, Anteil motiler Spermien nach 24 und 48 h Lage-
rung sowie nach 72 h Lagerung und 30 bzw. 300 min Inkubation bei 38 °C (Thermo-
resistenz) erhoben. Die Vergabe einer Bewertungszahl (BWZ) zwischen 1 und 8 diente
der Kategorisierung der Eber anhand des Zielkriteriums von zwei tauglichen innerhalb
von maximal funf, zeitlich aufeinander folgend gewonnenen Ejakulaten.

Es zeigte sich eine deutliche Streuung der randomisiert untersuchten Graustufenpara-
meter MAX GV und GRAD zwischen linkem und rechtem Hoden desselben Tieres.
Zusatzlich gab es signifikante Unterschiede einiger Graustufenparameter zwischen
den Schnittbildern desselben Hodens (P < 0,05). Die Graustufenparameter AUC und
GRAD (ON-Test) sowie MIN GV (OFF-Test) wiesen keine signifikanten Unterschiede
bei der Analyse verschiedener Schnittbilder desselben Hodens auf. Der Vergleich der
produktionstauglichen (BWZ 1 bis 5; n = 158) mit den nicht produktionstauglichen
Ebern (BWZ 6 bis 8; n = 33) ergab fur produktionstaugliche Eber bezlglich des Ho-
denvolumens zum ON-Test unter Einbeziehung beider Hoden gré3ere Hodenvolu-
mina (P = 0,021) sowie auf den rechten Hoden bezogen niedrigere Werte fur die Grau-
stufenparameter AUC und GRAD (P = 0,037 vs. P =0,030) als bei nicht produktions-
tauglichen Tieren. Zum OFF-Test zeigten produktionstaugliche Eber einen niedrigeren
MIN GV (P = 0,046) des rechten Hodens als nicht produktionstaugliche Tiere. Eber mit
einem MIN GV =40 im OFF-Test wiesen ein erhohtes Risiko auf, zukunftig nicht pro-
duktionstauglich zu werden (Odds-ratio = 2,3 [1,11-4,73]; P <0,05). Eber mit einer
A- bzw. Oligozoospermie (BWZ 8; n = 6) hatten im ON-Test gegenltber den produkti-
onstauglichen Ebern hohere Werte fur den Graustufenparameter GRAD des rechten
Hodens (P = 0,002). Eber mit BWZ 6 bis 8 stammten haufiger von Sauen mit weniger
als zwei Warfen ab (P = 0,027). In ON- und OFF-Test zeigten sich schwache Korrela-
tionen (P < 0,05) zwischen den Graustufenparametern GRAD bzw. MIN GV mit der
Anzahl lebend und tot geborener Ferkel, der Anzahl lebend geborener mannlicher Fer-
kel je Wurf, dem Korpergewicht zum ON- und OFF-Test bzw. der Ruckenspeckdicke.

Eine Prognose der Eignung eines Ebers fur den Einsatz in der KB scheint den Ergeb-
nissen dieser Studie zufolge bereits in der Pubertat mittels der computergestiutzten
Graustufenanalyse sonographischer Hodenschnittbilder moglich zu sein. Eine weitere
Validierung der vorlaufigen Grenzwerte fur die Graustufenparameter sollte anhand ei-
ner grolReren Stichprobe erfolgen.
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7 Summary

Svenja Beyer

Does boar testicular ultrasound and greyscale analysis between day 100 and 170
predict future suitability for artificial insemination?

Diagnosis of subfertility and the consequence for a boar of being unsuitable for artificial
insemination (Al) is mostly made by using ejaculate quality in routine semen production
of Al stations. The present study aimed at an earlier prognosis of suitability for Al
through a testicular ultrasound and a computer-assisted greyscale
analysis on day (d) 100 and 170 of Piétrain boars (Line 408, Pig Improvement Com-
pany (PIC)). Morphological changes of testes and microstructural testicular develop-
ment of males should be related to the quality of first contiguously produced ejaculates.

Male piglets were weaned at 21 d in a German breeding establishment and maintained
with ad libitum water availability and standard feed diets formulated to meet PIC re-
quirements. The first ultrasound examination of boars took place at 100 £ 5 d together
with primary breeder’s selection (ON-test; n = 1653). Therefore, a B-mode ultrasound
with LOGIQ® e R7 (GE healthcare) and a 5 - 13 MHz 12L-RS linear transducer was
used. Around 56% of boars met breeder’s criteria of second selection step with
170 £ 5 d (OFF-test, n = 925). These animals, intended for sale to Al companies, were
examined the second time via testicular ultrasound. Pedigree data and results of
breeding soundness examination were provided by PIC. Greyscale analysis of sec-
tional image (Image-pro® Premier, Mediacybernetics) yielded to greyscale parameters
Maximum grey-value (MAX GV), Minimum grey-value (MIN GV), Mean grey-value
(MEAN GV), Standard deviation of mean grey-value (STD DEV), Heterogeneity (HET),
Normalized greyscale histogram width at 5% level (NGHW 5%), Area under normal-
ized histogram (AUC) and Mean gradient value (GRAD). Besides, a value for testicular
width was measured and testicular volume of both age groups was calculated modified
according to YOUNG et al. (1986). After being sold to three German Al companies
(n =218 boars), between 2 and 5 consecutive ejaculates per boar were analyzed and
a quality assessment referring to the guidelines of the German umbrella organization
for cattle and pig production (Bundesverband Rind und Schwein e.V.) was imple-
mented. Therefore, sperm density, ejaculate volume, total number of sperm in native
ejaculate, sperm morphology, total motility assessed after 24 and 48 h storage and
thermo-resistance of sperm after 72 h storage and 30 and 300 min incubation served
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quantity and quality evaluation. The results were used for the categorization of sperm
production capacity of each boar using a valuation index (Bewertungszahl, BWZ)
between BWZ 1 and 8. Target criterion was defined as reaching two suitable ejaculates
within @ maximum of five consecutive samples.

Randomized chosen greyscale parameters MAX GV and GRAD tended to wide varia-
tion among left and right testis of the same boar (n = 218). Furthermore, the study
revealed differences in greyscale parameters of different sectional images within the
same testis (P < 0.05). Greyscale parameters AUC and GRAD (ON-test) and MIN GV
(OFF-test) revealed no significant differences between various sectional images of the
same testis and were used for further analysis. The following investigation aimed at
differences between boars being suitable for commercial Al (BWZ 1 to 5; n = 158) and
those, which were unsuitable for the Al semen production process (BWZ 6 to 8;
n = 33). Suitable ON-test boars had generally larger testes (P = 0.021) and, limited to
the right testis, lower values for greyscale parameters AUC and GRAD than unsuitable
males, respectively (P = 0.037 vs. P = 0.030). Within OFF-test, suitable boars revealed
a lower MIN GV of the right testis compared to unsuitable individuals (P = 0,046).
Boars with a MIN GV = 40 (OFF-test) had an increased risk to become unsuitable for
Al semen production (Odds-ratio = 2.3 [1.11-4.73]; P < 0.05). Boars suffering from an
a- or oligozoospermia (BWZ 8; n = 6) showed an increased GRAD of the right testis
(P =0.002) compared to boars suitable for Al. ON- and OFF-test revealed weak cor-
relation (P < 0.05) between greyscale parameters GRAD respectively MIN GV and the
number of piglets born alive, stillborn piglets, male piglets born alive in the litter, body
weight at ON- and OFF-test and back fat thickness, respectively.

Following the results, a prognosis of suitability for Al semen production seems to be
possible via greyscale analysis of testicular sonographic images during puberty of
boars. A further validation of preliminary cutoff values for greyscale parameters should
be based on a wider sample.
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8 Anhang

8.1 Tabellen

Tabelle 20: Darstellung der Ergebnisse der Graustufenparameter (GS-Parameter) im Schnittbildver-
gleich innerhalb desselben Hodens von ON- und OFF-Testebern. Es sind jeweils hodenabhéangig die
mittlere Differenz der Schnittbildkombinationen sowie die Signifikanz (P) abgebildet

GS-Parameter Test Hoden Schnittbild Mittlere Differenz P
MIN GV ON links 1und 2 -5.48 0,013
STD DEV ON rechts 5und 8 -1.51 0,000
6 und 8 -0.99 0,011
7 und 8 -2.37 0,001
HET (%) ON rechts 5und 7 0.01 0,000
5und 8 -0.01 0,020
6und 7 0.01 0,000
7 und 8 -0.02 0,000
NGHW 5% ON rechts 5und 8 7.13 0,000
6 und 8 4.63 0,011
7 und 8 9.58 0,005
MAX GV OFF links 1und 4 -7.94 0,001
2und 4 -5.77 0,004
MEAN GV OFF links 1und 4 -5.62 0,000
2und 4 -4.49 0,000
STD DEV OFF links 1und 4 -1.13 0,002
2und 4 -0.88 0,004
NGHW 5% OFF links 1und 4 -5.38 0,001
2und 4 -4.29 0,001
MAX GV OFF rechts 5und 8 -6.58 0,008
MEAN GV OFF rechts 5und 6 -3.53 0,042
5und 8 -5.36 0,000
STD DEV OFF rechts 5und 8 -1.32 0,000
6 und 8 -0.73 0,014
7 und 8 -1.97 0,004
HET (%) OFF rechts 5und 6 -0.01 0,029
5und 8 -0.01 0,000
NGHW 5% OFF rechts 5und 8 -6.31 0,000
6 und 8 -6.32 0,022

Maximaler Grauwert (MAX GV), minimaler Grauwert (MIN GV),mittlerer Grauwert (MEAN GV), Standardabweichung des mitt-
leren Grauwertes (STD DEV), Heterogenitat (HET), normalisierte Graustufenhistogrammbreite auf 5% Niveau (NGHW 5%)
(ON-Test: n =191 Eber; OFF-Test: n =205 Eber)
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Tabelle 21: Darstellung der Ergebnisse der Graustufenparameter (GS-Parameter) der Eber im Schnitt-
bildvergleich innerhalb desselben Hodens von Ebern unter Bertcksichtigung der Produktionstauglich-
keit. Es sind jeweils hodenabhangig die mittlere Differenz der Schnittbildkombinationen sowie die Sig-
nifikanz (P) abgebildet

GS-Parameter Test Hoden Prg::;m s- Sc;:rétt' Mittlere Differenz P
STD DEV ON rechts ja 5und 8 -1.49 0,000
6und 8 -1.20 0,012
7 und 8 -2.49 0,004
HET (%) ON rechts ja 5und 7 0.01 0,004
6und?7 0.01 0,018
7 und 8 -0.02 0,003
NGHW 5% ON rechts ja 5und 8 -7.10 0,000
6 und 8 -5.43 0,018
7 und 8 -10.78 0,011
MAX GV OFF links ja 1und 4 -7.62 0,010
MEAN GV OFF links ja 1und 4 -4.46 0,011
2und 4 -3.95 0,006
STD DEV OFF links ja 1und 4 -1.08 0,021
2und 4 0.91 0,019
NGHW 5% OFF links ja 1und 4 -5.09 0,012
2und 4 -4.45 0,007
MEAN GV OFF links nein 1und 4 -10.73 0,002
MAX GV OFF rechts nein 6 und 8 -8.68 0,039
MEAN GV OFF rechts nein 5und 8 -8.24 0,023
STD DEV OFF rechts nein 5und 8 -2.60 0,000
6 und 8 -2.76 0,000
HET (%) OFF rechts nein 5und 8 -0.013 0,003
6 und 8 -0.013 0,000
NGHW 5% OFF rechts nein 5und 8 -12.19 0,001
6 und 8 -12.28 0,000

Maximaler Grauwert (MAX GV), mittlerer Grauwert (MEAN GV), Standardabweichung des mittlerer Grauwertes (STD DEV),
Heterogenitat (HET), normalisierte Graustufenhistogrammbreite auf 5% Niveau (NGHW 5%) sowie Flache unterhalb des nor-
malisierten Histogramms (AUC) bei Jungebem zum ON-Test und OFF-Test (ON-Test: n = 158 produktionstaugliche Eber,
n =33 nicht produktionstaugliche Eber; OFF-Test: n = 168 produktionstaugliche Eber; n = 37 nicht produktionstaugliche Eber)
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8.2 BRS-Richtlinie: Gewahrschaftsbestimmungen zur Einstellung von
Jungebern in die Schweinebesamung (Stand 20.10.2005)

Empfehlung der Besamungsstationen im ZDS
Gewaihrschaftsbestimmungen (Stand 20.10.2005)

Anforderungen an Besamungseber hinsichtlich ihrer Eignung zum Einsatz in der kiinstlichen
Besamung

Die Gewahrschaftsbestimmungen finden Anwendung beim Verkauf von Zuchtebern, deren Ein-
stellung in eine Besamungseberstation vorgesehen ist. Fir die Beurteilung der Ausbildung der Ge-
schlechtsorgane, des Deckvermogens, der Spermaqualitdt und der Befruchtungsfahigkeit unterwerfen
sich Verkaufer und Kaufer dem Fachgutachten eines unabhangigen Tierarztes.

1. Abstammungssicherheit

Die Gewahrsfrist flr die Sicherheit der Abstammung betragt 12 Wochen. Im Falle einer nachgewiese-
nen falschen Abstammung besteht Anspruch auf Rucktritt.

2. Seuchenfreiheit

Die Gewahrsfrist fur das Freisein eines Besamungsebers von anzeigepflichtigen Seuchen gemaf
der jeweils aktuellen Fassung des Tierseuchengesetzes sowie gemafl dem Tierzuchtgesetz (§ 10 in
der Fassung der Bekanntmachung des Tierzuchtgesetzes vom 22. Januar 1998 (BGBI. | S. 145),
zuletzt geandert durch Artikel 187 der Verordnung vom 29. Oktober 2001 (BGBI. | S.2785) betragt 6
Wochen ab Einstallungsdatum. Zur Feststellung der Seuchenfreiheit sind innerhalb dieser Frist
mindestens zwei Untersuchungen im Abstand von mindestens 3 Wochen durchzuftihren.

3. Geschlechtsorgane

Der Verkaufer haftet dafiir, dass der Eber normal ausgebildete Geschlechtsorgane aufweist. Im
Zweifelsfall ist eine Begutachtung durch einen unabhangigen Tierarzt erforderlich.

4. Deckvermdgen

Der Verkaufer haftet dafiir, dass der Eber eine gute Libido als Voraussetzung fiir den Einsatz in der
kiinstlichen Besamung besitzt, d.h. dass er

a) das Phantom einwandfrei bespringt und
b) eine ungestérte Spermaentnahme erméglicht.

Die Gewabhrsfrist fir das Deckvermdgen betragt 6 Wochen ab Einstallung in die Besamungsstation.
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5. Spermaqualitit

Fir die Spermaqualitat gelten folgende Mindestanforderungen:

Merkmal Mindestanforderung
Farbe grauweild, weil}, gelbweil}
Konsistenz molkig bis milchig
Beimengungen (Harn, Blut, Eiter) keine
Verschmutzungen(Kotpartikel, Haare) keine
Geruch neutral
Volumen ohne Bulbourethraldriisensekret [ml] 100
Alter des Ebers:
Spermienkonzentration im native Ejakulat [10° / pi] < 9 Monate: 0,150
> 9 Monate: 0,200 *
Alter des Ebers:
Spermiengesamtzahl -SGZ- [109/ Ejakulat] < 9 Monate: 15,0
> 9 Monate: 20,0
70
Anteil motiler Spermien [%]
65
Anteil motiler Spermien bis 72 h Konservierung [%]
25
Morphologisch anomale Spermien einschl. Spermien mit Plasmatrop-
fen [%]
5
Spermien mit Kopfveranderungen [%]
10
Spermien mit Kopfkappenveranderungen [%]
15
Spermien mit Plasmatropfen [%]
15
Spermien mit Schleifen [%]
15

Andere morphologische Abweichungen [%)]
keine fur Tier und Mensch
Keimgehalt im ersten untersuchten Ejakulat spezifisch pathogenen
Keime
*bei Ejakulaten miteinem Volumen >250 ml kann dieser Wertbis zu 20% unterschritten werden

Die Tauglichkeit eines Ebers fir den Besamungseinsatz wird nicht bestatigt, wenn die o.g. Anfor-
derungen in einem oder mehreren Punkten wiederholt nicht erfiillt werden. Als Beurteilungsgrundlage
gelten mindestens zwei Ejakulate, die in einem Abstand von mindestens 4 und hdchstens 10
Tagen gewonnen wurden. Die Gewahrsfrist fir die Spermaqualitat betragt 4 Monate.
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1. Begutachtung

Nach Abschluss der Untersuchungen wird durch ein entsprechendes tierarztliches Gutachten die
Tauglichkeit des Ebers fur den Einsatz in der kunstlichen Besamung bestéatigt.

2. Befruchtungsfahigkeit

Die Gewahrsfrist fur die Befruchtungsfahigkeit betragt 4 Monate ab Erteilung der Besamungser-
laubnis.

Die Gewahr fir eine einwandfreie Befruchtungsfahigkeit ist dann gegeben, wenn von mindestens 12
gut rauschenden Sauen nach Erstbesamungen mindestens 8 nicht umrauschen; die Durchfiihrung
und Uberwachung dieser MaRnahme obliegt einer unabhangigen Fachkraft.

3. Fristverlangerungen

Ist durch behdrdlich angewiesene seuchenhygienische Malinahmen ein termingerechter Abschluss
der Prifungen zur Besamungstauglichkeit nicht moglich, verlangern sich alle angegebenen Fristen
um den Zeitraum des Bestehens der einschrankenden MafRhahmen.

Die vorstehenden Gewahrschaftsbestimmungen werden wir ab (Datum) beim Verkauf von
Ebern, die fir den Einsatz in der kinstlichen Besamung bestimmt sind, zugrunde legen.

Vollstandiger Name der Zuchtorganisation (Stempel):

(Ort / Datum) Unterschrift (Stempel)
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