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I. EINLEITUNG

Die Beurteilung der Ejakulatbeschaffenheit eines Riiden stellt einen wichtigen Be-
standteil einer andrologischen bzw. einer Zuchttauglichkeitsuntersuchung dar
(Root Kustritz 2007). Das Ejakulat wird hierbei sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch auf quantitative und qualitative Parameter untersucht. Um eine adé-
quate Aussage iiber die Beschaffenheit eines Ejakulates treffen zu konnen, werden
Referenzwerte als Bezugsparameter verwendet. Referenzwerte fiir Ejakulate von
Riiden existieren bereits seit vielen Jahrzenten. Unterschiedliche Ansétze der Ein-
teilung von Spermaparametern sind beschrieben. Durch Giinzel-Apel et al. wurden
im Jahr 1994 Spermaparameter von Riiden erstmals fiinf unterschiedlichen Ge-
wichtsklassen zugeordnet (Glinzel-Apel et al. 1994). Sie konnten in ihrer Studie
den Zusammenhang von Korpergewicht und Ejakulatvolumen sowie Gesamtsper-
mienzahl aufzeigen. In den letzten Jahren beschéftigten sich weitere Arbeiten, mit
dem Zusammenhang von Korpergewicht und Spermaparametern, und bestitigen
die Ergebnisse von Giinzel-Apel et al. (1994) (Rijsselaere et al. 2007, Goericke-
Pesch und Failing 2013, Tesi et al. 2018). Die Gewichtsgruppenunterteilungen, die
in der Literatur zu finden sind, enden hierbei bei einem Korpergewicht unter 10 kg;
eine weitere Unterteilung hat bisher nicht stattgefunden.

Die vollstindige Untersuchung der Hoden, inklusive die Bestimmung der Hoden-
grofBle, ist ebenfalls Teil jeder andrologischen Untersuchung. Richtwerte fiir Ho-
dendimensionen wurden durch Giinzel-Apel et al. (1994) auch nach dem Korper-
gewicht kategorisiert. Weitere Daten zu Hodendimensionen fiir kleine Riiden unter
10 kg Korpergewicht sind in der Literatur nicht zu finden; eine weitere Unterteilung
hat auch hier bisher nicht stattgefunden.

Ein wichtiger Vorstellungsgrund in der Klinik ist neben der Abklarung von Fertili-
tatsstorungen auf Seiten des Riiden, die steigende Nachfrage fiir kiinstliche Besa-
mungen, sowie Kryokonservierungen. Eine vollstdndige Spermauntersuchung ist
fiir eine sinnvolle kiinstliche Besamung sowie vor Beginn des Einfrierprozesses un-
erldsslich (Giinzel-Apel 1986, Johnston 1991).

Unter den zur Zuchttauglichkeits- bzw. Spermauntersuchung vorstelligen Riiden
befinden sich zunehmend kleine, leichtgewichtige Hunderassen. Um diese Patien-
ten adidquat zu untersuchen und ihre Fertilitdt bzw. Zuchttauglichkeit inklusive ihrer
Hodendimensionen sowie ihrer Ejakulatbeschaffenheit zu beurteilen, miissen ent-

sprechende Daten vorliegen.



I. Einleitung 2

Da es in der zuginglichen Literatur keine entsprechend differenzierten Referenz-
werte fiir Riiden < 10,0 kg Korpergewicht gibt, bestand die Zielstellung der vorlie-
genden Arbeit darin Referenzwerte fiir Ejakulate sowie Hodendimensionen fertiler
Riiden mit einem Korpergewicht < 10,0 kg zu erheben. Ein Vergleich der Parame-
ter von Riiden < 5,0 kg mit Riiden von 5,1 bis 10,0 kg Kdrpergewicht sollte zeigen,
ob sich die Erweiterung der bisherigen Referenzwerte um eine neue Gewichts-

gruppe von Riiden < 5,0 kg als sinnvoll erweisen wiirde.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Andrologische Untersuchung des Riiden

Die andrologische Untersuchung ist ein wichtiges Instrument, um das Fertilitdtspo-
tential eines Riiden im Rahmen einer Zuchttauglichkeitsuntersuchung zu beurtei-
len, sowie diagnostische Aussagen im Hinblick auf Erkrankungen des ménnlichen
Geschlechtsapparates zu treffen. Sie dient der Uberpriifung der gesundheitlichen
Zuchttauglichkeit, welche die allgemeine Gesundheit, die phinotypische Erbge-
sundheit, die Gesundheit der Geschlechtsorgane umfasst sowie der geschlechtli-
chen Zuchttauglichkeit, welche die Begattungsfahigkeit (Potentia coeundi) und die
Befruchtungsféhigkeit (Potentia generandi) eines Riiden beinhaltet (Aurich et al.
2017). Die Indikationen fiir die Durchfiihrung einer andrologischen Untersuchung
sind vielfdltig. Neben der prophylaktischen Untersuchung eines Riiden vor dem
ersten Zuchteinsatz, sowie der Abkldrung von Fertilititsproblemen oder Verinde-
rungen der primdren Geschlechtsorgane hat die andrologische Untersuchung eine
wichtige Bedeutung fiir die Verwendung von Sperma im Rahmen einer kiinstlichen

Besamung oder einem Konservierungsprozess (Giinzel-Apel 2016).

Zu Beginn jeder Untersuchung ist eine ausfiihrliche Anamnese zu erheben (Memon
2007, Root Kustritz 2007, Purswell et al. 2010). Hierbei sollen zunéichst allgemeine
Informationen iiber den Riiden wie Herkunft, Haltungsform, Fiitterung, Impf- und
Entwurmungsstatus, bisherige Erkrankungen, Medikamenteneinnahme sowie Aus-
landsaufenthalte eingeholt werden. Die Herkunft eines Riiden ist insofern von Be-
deutung, als dass Riiden, die aus einer Inzucht stammen, eine verminderte Spermi-
enkonzentration, vermehrte morphologische verdnderte Spermien sowie vermin-
derte Trichtigkeitsraten zeigen und somit eine verminderte Fertilitdt aufweisen
konnen (Wildt et al. 1982). Der Einfluss der Fiitterung auf die Fertilitit beziehungs-
weise die Spermaqualitét ist Gegenstand vieler Forschungsprojekte. Positive Ef-
fekte auf die Ejakulatqualitidt durch Nahrungssupplemente sind fiir Menschen und
verschiedene Tierarten beschrieben (Marin-Guzman et al. 2000, Brinsko et al.
2005, Gharagozloo und Aitken 2011). Der tatsichliche Einfluss wird hierbei kont-
rovers diskutiert, die Studien liefern zum Teil unterschiedliche und widerspriichli-
che Ergebnisse. Uber den Einsatz von Futterergéinzungsmitteln zur Verbesserung

der Ejakulatqualitdt von Riiden gibt es bisher nur wenige Informationen
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(Hess 2006). Aus humanmedizinischen Studien und Tiermodellen ist bekannt, dass
die Spermaqualitit durch Ubergewicht negativ beeinflusst wird (Marco-Jimenez
und Vicente 2017, Engin-Ustun et al. 2018, Palmer et al. 2012). Ein negativer Ef-
fekt bei tibergewichtigen Riiden ist dementsprechend zu bedenken, in der zugédng-
lichen Literatur sind bisher aber keine Studien zu finden, die einen Zusammenhang
von Ubergewicht mit einer verminderten Ejakulatqualitiit aufzeigen. Das Vorliegen
von Krankheiten, die mit einer Hyperthermie einhergehen, sowie endokrinologi-
sche Erkrankungen wie z.B. Tumoren des Hypothalamus oder der Hypophyse etc.
konnen sich ebenfalls negativ auf die Befruchtungsfahigkeit eines Riiden auswirken
(Memon 2007, Soderberg 1986, Johnson 1986). Ebenso stehen verschiedene Medi-
kamente im Verdacht, sich negativ auf die Fertilitit oder die Spermienqualitét aus-
zuwirken (Feldmann 1996). Hunde, die unter einer Vincristin- oder Strahlenthera-
pie im Rahmen einer Tumorbehandlung standen, zeigten eine signifikant vermin-
derte Vorwirtsbeweglichkeit sowie einen signifikant erhdhten Anteil toter und mor-
phologisch verdnderter Spermien (Saratsis et al. 2000). Auch die Gabe bestimmter
Antibiotika kann Einfluss auf die Ejakulatbeschaffenheit eines Riiden nehmen. Die
orale Gabe von Chinolonen iiber einen Zeitraum von mehr als drei Monaten fiihrte
bei Ratten und Hunden zu einer Beeintrachtigung der Spermatogenese, sowie zu
einer Atrophie der Hoden (Wolfram et al. 1988). Fiir die Beurteilung eines Ejaku-
lates ist die Information iiber den Einsatz sowie den Zeitpunkt einer medikamentel-

len Therapie somit von erheblicher Bedeutung.

Die allgemeine Anamnese wird um Fragen zum Reproduktionsstatus des Riiden
erweitertet, hierzu zéhlen die Anzahl gedeckter Hiindinnen mit und ohne Deckzeit-
punktbestimmung, die Trichtigkeitsrate, die WurfgroBen, der letzte Deckeinsatz
sowie die Libido und das Paarungsverhalten des Riiden wéhrend des Deckaktes.
Aus der Anamnese konnen erste wichtige Hinweise auf eine vorliegende Proble-

matik gewonnen werden (Feldmann 1996, Giinzel-Apel 2016).

Um den aktuellen Gesundheitsstatus des Riiden zu priifen, sollte vor Beginn der
andrologischen Untersuchung eine allgemeine klinische Untersuchung durchge-
filhrt werden. Der eigentliche andrologische Untersuchungsgang beginnt mit der
Adspektion und Palpation der primdren ménnlichen Geschlechtsorgane. Hierbei
werden das Skrotum, die Hoden, der Nebenhoden, der Samenstrang, das Praputium
und der Penis im Hinblick auf Lage, Form, GroBe, Symmetrie, Konsistenzverdnde-

rungen und Schmerzhaftigkeit untersucht (Giinzel-Apel 2016). Der Penis sollte fiir
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eine vollstindige Beurteilung bis hinter den Bulbus glandis vorgelagert werden.
Eine bakteriologische Untersuchung kann in bestimmten Féllen indiziert sein,
hierzu sollte eine Tupferprobe der Glans penis entnommen werden. Bei Hinweisen
auf Verdnderungen ist eine transrektale Palpation der Prostata empfehlenswert.
Nicht in jedem Fall sind Form- bzw. GroBenverédnderungen der Prostata transrektal
palpierbar, weshalb diese Untersuchungsmethode fiir eine adidquate Beurteilung
nicht ausreichend ist (Ruel et al. 1998). Den Goldstandard fiir die Untersuchung der
Prostata stellt die Sonografie dar, sie ermoglicht eine genaue Beurteilung der Pros-
tatabeschaffenheit, respektive Echogenitit und Homogenitit, sowie eine korrekte
Vermessung der Dimensionen (Atalan et al. 1999). Die Ultraschalluntersuchung
kann zusétzlich fiir die Hoden angewendet werden. Ultraschallwellen haben hierbei
keinen schédlichen Effekt auf die Spermatogenese bzw. die Spermaqualitdt
(Coulter und Bailey 1988). Die Priifung der Echogenitdt und Homogenitit des Ho-
dengewebes kann Hinweise auf eine vorliegende Erkrankung zum Beispiel eines
tumordsen Geschehens oder einer Orchitis geben, welche sich nachteilig auf die
Spermaqualitdt auswirken kénnen (England 1991, Moxon et al. 2015). Sollte bei
einem Riiden der Verdacht auf hormonelle Imbalancen oder eine Infektionskrank-
heit vorliegen, kann die andrologische Untersuchung um eine Blutuntersuchung
und funktionelle Hormontests erweitert werden (Feldmann 1996, Giinzel-Apel

2016).

2. Spermagewinnung

Fiir die Gewinnung von Sperma eines Riiden sind verschiedene Verfahren beschrie-
ben. Neben der Elektroejakulation und der Gewinnung von Sperma mittels kiinstli-
cher Scheide hat sich die manuelle Stimulation als erfolgreiche und einfache Me-

thode in der Praxis etabliert (Kutzler 2005).

2.1. Spermagewinnung durch manuelle Stimulation

Die Spermagewinnung sollte in einer ruhigen Umgebung stattfinden und die An-
zahl der im Raum Anwesenden so gering wie moglich gehalten werden, um eine
Ablenkung oder Irritation des Riiden zu vermeiden (Giinzel-Apel 2016). Ein rutsch-
fester Boden ist empfehlenswert. Die Anwesenheit des Besitzers hilft manchen Rii-

den, sich in einer ungewohnten Umgebung wohler zu fiihlen. Fiir die Durchfiihrung
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werden nur wenige Hilfsmittel bendtigt. Zur Unterscheidung der drei Ejakulatfrak-
tionen empfiehlt es sich, mehrere Samenauffangbeutel bereit zu halten (Kutzler
2005). Das individuelle Verhalten des Riiden muss bei der Spermagewinnung un-
bedingt beachtet werden. Riiden mit wenig Deckerfahrung bzw. Riiden, die noch
vor ihrem ersten Deckakt zur Spermagewinnung vorstellig werden, konnen durch
die unbekannte Situation eingeschiichtert sein oder eine Manipulation des Penis
verweigern. Hingegen zeigen Riiden mit Deckerfahrung weniger Probleme bei der
manuellen Spermagewinnung. Ein ruhiger und vorsichtiger Umgang mit dem Tier
ist in jedem Falle essentiell, ZwangsmalBnahmen diirfen in keinem Fall angewendet
werden (Kutzler 2005). Dem Riiden sollte vor der Spermagewinnung die Moglich-
keit gegeben werden Urin abzusetzen (Freshman 2002). Traas und Kustritz (2004)
und Kustritz und Hess (2007) konnten in ihren Studien zeigen, dass sich die Anwe-
senheit einer Hiindin im Prodstrus bzw. Ostrus positiv auf die Spermaqualitit aus-
wirkt. Dem Riiden sollte Zeit gegeben werden, die Hiindin kennenzulernen. Nach-
dem er ausreichend stimuliert ist, kann durch vorsichtige Massage das Anschwellen
des Bulbus glandis herbeigefiihrt werden. Dies geschieht bei manchen Riiden auch
ohne manuelle Stimulation (Kutzler 2005). AnschlieBend wird das Praputium vor-
sichtig iiber den Bulbus glandis geschoben, dies muss vor der vollstdndigen Erek-
tion geschehen, da sich das Praputium sonst nicht mehr iiber den geschwollene Bul-
bus glandis vorschieben lédsst. Hinter dem Bulbus wird der Penis dann vorsichtig
zwischen Zeigefinger und Daumen fixiert (Gilinzel-Apel 2016). Sobald der Riide
mit den Friktionsbewegungen beginnt, sollte der Samenauffangbeutel vorsichtig
iiber den Penis gestiilpt werden. Die drei Ejakulatfraktionen konnen durch Wechsel
des Beutels differenziert werden. Die meisten Riiden deuten wéhrend der Sperma-
gewinnung das Umsteigen an. Der Penis sollte dann durch den Untersucher um
180° nach kaudal umgelegt werden (Johnston 1991, Kutzler 2005, Giinzel-Apel
2016). Nach der Absamung muss darauf geachtet werden, dass der Penis abschwillt
und vollstindig in das Praputium zurlickverlagert wird und sich dieses nicht nach
Innen einstiilpt. Der Gebrauch von Gleitgel kann die Riickverlagerung des Penis in

das Préaputium erleichtern (Kutzler 2005).
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3. Spermauntersuchung

Die Spermauntersuchung ist ein wesentlicher Untersuchungsbestandteil der andro-
logischen Untersuchung. Sie dient dazu eine, Ejakulatprobe auf quantitative und
qualitative Parameter zu untersuchen und daraus Hinweise auf das Fertilitétspoten-
tial eines Riiden zu erlangen (Martinez 2004, Root Kustritz 2007, Moce und
Graham 2008). Eine herabgesetzte Spermaqualitét geht mit schlechteren Befruch-
tungsergebnissen einher. Eine gute Spermienqualitit sollte im Regelfall zufrieden-
stellende Befruchtungsergebnisse liefern, ist jedoch kein Garant dafiir. Die Zeu-
gungsfihigkeit eines Riiden kann nur durch eine erfolgreiche Konzeption sicher

nachgewiesen werden (Amann und Hammerstedt 1993, Kolster 2018).

Die Untersuchung des Ejakulates muss unmittelbar im Anschluss an die Gewin-
nung stattfinden, um eine Verdnderung der Spermaparameter durch Temperatur-
veranderungen und Standzeiten zu vermeiden (Root Kustritz 2007, Appell et al.

1977). Die zur Untersuchung nétigen Materialien sollten vorbereitet sein.

3.1. Makroskopische Beurteilung

Im ersten Schritt der Untersuchung wird das gewonnene Ejakulat makroskopisch
beurteilt. Hierbei wird die Menge der einzelnen Fraktionen in Millilitern bestimmt.
Das Volumen ist abhidngig von der Korper- bzw. Hodengrofe des Riiden (Olar et al.
1983, England 1991, Giinzel-Apel et al. 1994). Das Volumen dient spéter der Be-
rechnung der Gesamtspermienzahl im Ejakulat. AnschlieBend wird die Farbe der
Ejakulatfraktionen beurteilt, diese variiert mit dem Spermiengehalt und sollte bei
einer guten Spermienkonzentration in der zweiten Fraktion weiBllich sein (Boucher
et al. 1958). Eine grauliche Farbe kann hinweisend auf das Vorliegen eines vermin-
derten Spermiengehaltes (Oligozoospermie) sein (Root Kustritz 2007). Braunliche
oder rotliche Verfiarbungen konnen durch Blutbeimengungen verursacht werden.
Eine gelbliche Verfiarbung kann durch eine Verunreinigung mit Urin entstehen
(Freshman 2002). Die dritte Ejakulatfraktion, die durch das Prostatasekret bestimmt
wird, sollte eine klare transparente Farbe aufweisen, Blutbeimengungen in dieser
Fraktion konnen im Zusammenhang mit Prostataerkrankungen stehen (Root
Kustritz 2007). Die Konsistenz des Spermas kann ebenfalls erste Hinweise auf den
Spermiengehalt geben. Bei einer guten Spermienkonzentration ist die Konsistenz
milchig bis molkig. Eine wissrige zweite Ejakulatfraktion enthélt voraussichtlich

weniger Spermien. Das Ejakulat sollte geruchsneutral sein. Es besteht zusitzlich
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die Moglichkeit mit einem pH-Streifen den pH-Wert der dritten Ejakulatfraktion zu
bestimmen. Er sollte physiologisch zwischen 6,5 und 6,8 liegen. Im Falle einer In-
fektionserkrankung kann der pH-Wert unter Beriicksichtigung eines Antibiogram-
mes hilfreich bei der Auswahl eines geeigneten Antibiotikums sein (Freshman

2002).

3.2 Mikroskopische Beurteilung
Die mikroskopische Untersuchung schlie3t sich direkt an die makroskopische Be-

urteilung der Ejakulatprobe an.

3.2.1.  Motilitit

Die Motilitét der Spermien ist ein wichtiges Qualitidtsmerkmal einer Ejakulatprobe.
Eine schlechte Spermienmotilitdt wurde mit schlechteren Befruchtungsraten in Zu-
sammenhang gebracht (Farris 1949, Macleod und Gold 1951, Hirano et al. 2001).
Eine gute (Vorwirts-) Beweglichkeit setzt das Vorliegen einer normalen Struktur
(Morphologie) und eine physiologische Membranintegritit voraus (Smith et al.
1992, Ellington et al. 1993, Kumi-Diaka 1993, Agarwal et al. 2003). Die Vorwirts-
beweglichkeit sollte > 80 % betragen (Iguer-Ouada und Verstegen 2001). Verschie-
dene Autoren beschreiben allerdings unterschiedliche, zum Teil deutlich niedrigere
Mindestwerte (Johnston 1991, Giinzel-Apel et al. 1994). Johnston (1991) setzt ei-
nen Anteil von > 70% vorwértsmotiler Spermien fiir einen normale Riiden voraus.
Giinzel-Apel et al. (1994) geben einen Minimalwert von 50% fiir die Vorwirtsbe-
weglichkeit der Spermien an. Fiir eine erfolgreiche kiinstliche Ubertragung von
aufgetautem Tiefgefriersperma wird eine Vorwértsbeweglichkeit > 40 % als aus-

reichend betrachtet (Linde-Forsberg et al. 1999).

Fiir die Beurteilung der (Vorwirts-) Beweglichkeit der Spermien stehen dem Un-
tersucher verschiedene Mdglichkeiten zur Verfiigung. Auf die Beurteilung der Mo-
tilitdt mithilfe von computergestiitzten Methoden wird in Kapitel 3.5.1. eingegan-
gen. Die gebriuchlichste und kostengiinstigste Methode ist die subjektive Motili-
tatsbeurteilung. Hierbei wird ein Tropfen der zweiten Ejakulatfraktion, welche die
Spermien enthélt, auf einen auf 37 °C vorgewidrmten Glasobjekttrager gegeben und
unter einem Phasenkontrastmikroskop beurteilt. Die Motilitdt wird hierbei in Pro-
zent wiedergegeben (Johnston 1991). Dieses Verfahren ist stark von der Qualitit

des Mikroskops sowie der Erfahrung des Untersuchers abhingig (Iguer-Ouda und
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Verstegen 2001). In verschiedenen Studien wurden Ejakulate von unterschiedli-
chen Personen mit unterschiedlichem Erfahrungsgrad beurteilt. Die Ergebnisse va-
riierten hierbei erheblich. Die Auswahl des Untersuchers ist somit fiir die Motili-
tatsbeurteilung von grofer Bedeutung (Dunphy et al. 1989). Studien hierzu zeigen,
dass die subjektive Motilitdtsbeurteilung stark anfillig fiir Schitzfehler ist und Un-
tersuchungsprotokolle unbedingt eingehalten werden miissen (Dunphy et al. 1989).
Objektivere Messverfahren fiir eine prizisere Motilitdtsbeurteilung sollten in Be-

tracht gezogen werden (Iguer-Ouda und Verstegen 2001, Yeung et al. 1997).

3.2.2.  Morphologie

Die Morphologie ist ein weiteres wichtiges Qualitdtsmerkmal einer Ejakulatprobe,
da morphologische Spermienverdnderungen im Zusammenhang mit eingeschrank-
ter Fertilitit bzw. Infertilitét stehen, nicht zuletzt da sie mit der Motilitdt eines Sper-
miums in engem Zusammenhang stehen (Renton et al. 1986, Oettle 1993). Human-
medizinische Studien zeigen, dass der Prozentsatz an morphologisch normalen
Spermien positiv mit erfolgreicher In-Vitro-Fertilisation (IVF) korrelierte (Chan

et al. 1989, Hinting et al. 1990, Hirano et al. 2001).

Die Ursachen fiir morphologisch veridnderte Spermien sind vielfaltig. Zunehmen-
des Alter, Krankheiten, die mit einer Hyperthermie einhergehen oder den Hormon-
haushalt beeinflussen, der Einsatz bestimmter Medikamente, Inzucht aber auch
Stress konnen sich negativ auf die Spermienmorphologie auswirken (Caminos-
Torres et al. 1977, Wildt et al. 1982, Freshman 1989, Martinez 2004, Millsop et al.
2013). Ein erhdhter Anteil morphologisch verdnderter Spermien wird als Terato-
zoospermie bezeichnet. Sie entsteht entweder durch fehlerhafte Vorginge wéhrend
der Spermatogenese im Hoden selbst oder wahrend der Reifungs- und Transport-
phase durch Nebenhoden bzw. den Ductus deferens und kann je nach Entstehungs-
ort in primdre und sekundére Schdden unterteilt werden (Feldman 1996). Die Ein-
teilung kann zusitzlich nach Lokalisation des Defektes am Spermium erfolgen
(Christiansen 1984). Verschiedene Schemata zur Erkennung von morphologischen
Abweichungen fiir Riidensperma sind beschrieben oder werden von anderen Tier-
arten modifiziert iibernommen (Morton und Bruce 1989, Kolster 2018). Im Allge-
meinen werden 200 bis 300 Spermien eines Ejakulates auf Kopf-, Mittelstiick- und
Schwanzveranderungen untersucht. Die Verdnderungen sind hierbei sehr vielfdltig
und von unterschiedlicher Relevanz in Bezug auf die Befruchtungsfahigkeit des

Spermiums. Nicht jede morphologische Verdnderung fiihrt zu einer Einschridnkung.
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Dennoch werden auch sekundire Verdnderungen mit Infertilitdt in Zusammenhang
gebracht (Oettle und Soley 1985, Pena et al. 2007). Johnston et al. (2001a) setzen
einen Wert von 80 % morphologisch normaler Spermien voraus, um eine Befruch-
tungsfahigkeit zu gewiéhrleisten. Oettle ermittelte in seiner Studie von 1993 ver-

minderte Triachtigkeitsraten fiir Ejakulate mit > 40 % verédnderten Spermien.

Fiir die Morphologiebeurteilung werden Spermien unter einem Phasenkontrast- o-
der Lichtmikroskop mit oder ohne Farbung beurteilt. Eine Vitalititsfarbung léasst
sich mit der morphologischen Beurteilung einfach verbinden. Die Papanicolau-,
Shorr- oder Diff-Quik Farbeverfahren werden nach Richtlinien der World Health
Organisation (WHO) fiir die Untersuchung von menschlichem Sperma empfohlen
(WHO 2010). Viele weitere Farbeverfahren stehen zur Verfligung (Rauhaus 1990).
Studien zeigen jedoch, dass das Féarbeverfahren die Spermien potentiell schiadigen
und somit das Ergebnis der morphologischen Beurteilung verfilschen kann
(Salisbury et al. 1942, Harasymowycz et al. 1976, Root Kustritz et al. 1998). Es ist
sehr wichtig, dass Untersuchungsstandards wiahrend der Farbeverfahren und der
Beurteilung eingehalten werden. Ebenso wie die subjektive Motilitdtsbeurteilung
ist auch die Morphologiebeurteilung abhéingig von der Erfahrung des Untersuchers.
In einer Studie von Jequier und Ukombe (1983) variierten die Ergebnisse der mor-
phologischen Spermauntersuchung einer Ejakulatprobe zwischen verschiedenen
Untersuchern von 5 % bis 85 %. Offensichtliche Verdnderungen wie abgebrochene
Spermienkopfe- bzw. Schwiinze konnten hierbei leichter erkannt werden, wohinge-
gen komplexere Verdnderungen, wie unterschiedliche KopfgroBen oder Akroso-
menverdnderungen nur von erfahrenen Untersuchern erkannt wurden (Baker und
Clarke 1987, Dunphy et al. 1989, Eustache und Auger 2003). Dem Einsatz von
computergestiitzter Morphologiebeurteilung wird dementsprechend mehr und mehr
Bedeutung beigemessen (Baker und Clarke 1987). Auf dieses Verfahren wird in
Kapitel 3.5.2 eingegangen.

3.3. Konzentration und Gesamtspermienzahl
Die Spermienkonzentration beschreibt die Anzahl von Spermien pro Milliliter Eja-
kulat. Sie ist der wichtigste quantitative Parameter der Spermauntersuchung und

dient der Berechnung der Gesamtspermienzahl in einem Ejakulat.

Eine Verminderung der Spermienkonzentration bzw. Gesamtspermienzahl (Oli-

gozoospermie) kann durch verschiedene Erkrankungen, Inzucht aber auch durch



II. Literaturiibersicht 11

einen frequenten Deckeinsatz bzw. hdufiges Absamen verursacht werden (Boucher
et al. 1958, Giinzel-Apel 1990, England 1999, Taha et al. 2008). England (1999)
konnte bereits bei einer zweiten Absamung nach ca. einer Stunde eine deutlich nied-
rigere Gesamtspermienzahl ermitteln. Auch eine mangelnde oder unzureichende
Stimulation oder Stress bei der Spermagewinnung konnen zu einer reduzierten Ge-
samtspermienzahl fiihren (Martinez 2004, Hess 2006). Eine weitere Ursache fiir
eine verminderte Spermienkonzentration ist die unvollstdndige Ejakulation, welche
sich durch den Nachweis der alkalischen Phosphatase in der dritten Ejakulatfraktion
identifizieren l4sst und bei einer vollstindigen Ejakulation bei > 5000 U/L liegen
sollte (Johnston 1991, Stornelli et al. 2003, Memon 2007). Ein saisonaler Einfluss
auf die Gesamtspermienzahl konnte durch Taha et al. (1981) gezeigt werden. Sie
stellten hohere Werte fiir die Gesamtspermienzahl im spiten Friithjahr bis frithen
Sommer fest. Albrizio et al. konnten in ihrer Studie aus dem Jahr 2013 keinen sai-
sonalen Einfluss auf die Gesamtspermienzahl feststellen. Hess (2002) und Kustritz
und Hess (2007) konnten durch die subkutane Applikation von PGF2a die Ge-

samtspermienzahl in Ejakulaten erhdhen.

Die klassische Konzentrationsbestimmung erfolgt durch die Zéhlung der Spermien
in Zahlkammern, welche auch in der Humanmedizin nach Richtlinien der WHO
Anwendung finden (WHO 2010, Brito et al. 2016). Dies ermoglicht eine Konzent-
rationsbestimmung ohne groflen apparativen und finanziellen Aufwand. Die Rou-
tine des Untersuchers spielt ebenfalls eine mafgebliche Rolle fiir die Genauigkeit

der Ergebnisse (Jequier und Ukombe 1983).

Zusétzlich zur Bestimmung der Spermienkonzentration mittels Zdhlkammer stehen
verschiedene maschinelle Zahlsysteme zur Verfiigung. Mithilfe von durchflusszy-
tometrischen Verfahren sowie Fluoreszenzmikroskopie wird die Spermienkonzent-
ration in nur wenigen Sekunden ermittelt. Diese Verfahren liefern Ergebnisse mit
hoher Prézision und Reproduzierbarkeit (Hansen et al. 2006, Brito et al. 2016). Die
Durchflusszytometrie zeigte in einem Vergleich von verschiedenen Konzentrati-
onsbestimmungsmethoden die genauesten Messergebnisse mit niedrigen Varianti-
onskoeffizienten (Prathalingam et al. 2006). Der NucleoCounter®, welcher in der
vorliegenden Studie zur Bestimmung von Spermienkonzentration und Viabilitéit
verwendet wurde, ist ein Fluoreszenzsmikroskop. Es detektiert Signale des Fluo-

reszenzfarbstoffes Propidiumiodid (PI), welcher an die DNA gebunden ist
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(Shah et al. 2006, ChemoMetec 2014). Propidiumiodid kann nur an die DNA der
Zelle binden, wenn die Zelle bereits abgestorben ist. Zur Ermittlung der Ge-
samtspermienzahl in einer Ejakulatprobe miissen dementsprechend in einem vor-
herigen Untersuchungsschritt alle Spermien abgetdtet werden, damit der Fluores-
zenzfarbstoff an die DNA binden kann. In einer Studie von Shah et al. (2006)
konnte gezeigt werden, dass der NucleoCounter® die intra- und interindividuelle
Untersuchervariabilitdt reduziert und somit ein wertvolles und prizises Instrument

fiir die Spermienzdhlung darstellt.

34. Spermienvitalitit

Die Spermienvitalitit bzw. Membranintegritit ist ein bedeutendes qualitatives
Merkmal einer Ejakulatprobe. Im Rahmen der Spermauntersuchung dient sie der
Bestimmung des Anteiles membrangeschidigter bzw. toter Spermien. Tote Sper-
mien weisen eine defekte Membranintegritét auf. Diese ist flir den Reifungsprozess
des Spermiums (Kapazitation), welcher im Uterus der Hiindin stattfindet, sowie den
Prozess der Akrosomenreaktion wichtig. Demzufolge wird die Befruchtungsféhig-
keit eines Spermiums durch seine Membranintegritit beeinflusst (Pena et al. 1998,

Graham und Moce 2005).

Ein erhohter Anteil toter bzw. membrangeschéidigter Spermien kann durch ver-
schiedene Erkrankungen aber auch durch Fehler wihrend der Spermagewinnung
und -verarbeitung verursacht werden. Sind alle Spermien in einem Ejakulat abge-

storben, spricht man von einer Nekrozoospermie.

Membrangeschédigte Spermien zeigen eine erhdhte Permeabilitét fiir verschiedene
Farbstoffe. Dies macht man sich bei der Bestimmung des Anteils membrangeschi-
digter Spermien zu Nutze. Hierzu werden in der Regel 200 Spermien, die zuvor
einem Farbeverfahren unterzogen wurden, beurteilt. Gefarbte Spermien werden als
tot, ungefdrbte Spermien als lebend beurteilt. Verschiedene Farbemethoden fiir Rii-
denejakulate sind beschrieben. Die Eosin-Nigrosin Féarbung ist eine hidufig ange-
wandte Féarbetechnik, welche sich neben der Beurteilung der Vitalitdt mit der Mor-
phologiebeurteilung verbinden ldsst (Wales 1959, Dott und Foster 1972). Weitere
beschriebene Verfahren sind die Erythrosin-Nigrosin- (Wales 1959), Bromphenol-
blau- (Geisler 1990) und Bromphenol-Nigrosin-Farbung (Rauhaus 1990). Firbe-
methoden zur Vitalititsbeurteilung sind einfach und kostengiinstig. Unvollstindig

gefiarbte Spermien erschweren eine addquate Beurteilung. Als weitere Nachteile
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dieser Untersuchungsmethode sind die Subjektivitdt sowie die geringe Anzahl an
untersuchten Spermien zu nennen. In einer Studie von Daub et al. (2016), in der
verschiedene Férbemethoden miteinander verglichen wurden schnitt die
Bromphenol-Nigrosin Farbung zur Vitalitdtsbeurteilung am besten ab und lieferte

reproduzierbare Ergebnisse.

Die Durchflusszytometrie ist ein weiteres Verfahren, welches die simultane Be-
stimmung von Spermienkonzentration und Vitalitit ermoglicht. Mithilfe von
membrangingigen sowie membranundurchgédngigen Fluoreszenzfarbstoffen wer-
den Spermien angefirbt und in einem Fluoreszenzmikroskop detektiert. Der Anteil
vitaler Spermien bzw. die Spermienkonzentration wird dann anhand der Fluores-
zenzemission der Spermien berechnet (Pena et al. 1998). Verschiedene Fluores-
zenzfarbstoffe sind beschrieben. Eine Doppelfarbung mit SYBR 14 und PI hat sich
als erfolgreich erwiesen (Garner und Johnson 1995, Christensen et al. 2004,
Rijsselaere et al. 2005). Die Durchflusszytometrie liefert in wenigen Sekunden
hochprizise Ergebnisse mit hoher Reproduzierbarkeit, weshalb sie fiir die Beurtei-
lung einer Spermaprobe von grofler Relevanz ist (Gillan et al. 2005). In der Studie

von Daub et al. (2016) konnten in einem Vergleich von manuellen Firbemethoden

und dem Einsatz des NucleoCounter SP-100” (Chemometec A/S, Allerod, Dine-
mark), welcher mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid arbeitet, signifikant
niedrigere Variantionskoeffizienten fiir die maschinelle Messung gezeigt werden.
Ahnliche Ergebnisse wurden bereits fiir Hengstejakulate ermittelt (Foster et al.
2011). Vorteile der maschinellen Vitalititsbestimmung sind der geringere zeitliche

Aufwand sowie die hohe Messgenauigkeit.

Eine einfachere und kostengiinstige Methode zur Uberpriifung der Membraninteg-
ritdt ist die Anwendung des Hypoosmolaren Schwelltestes (HOS-Test). Die Sper-
mien werden hierbei fiir 30 min, bei 37 °C in eine hypoosmolare Losung verbracht
(Goericke-Pesch und Failing 2013) und anschlieBend unter einem Phasenkontrast-
mikroskop beurteilt. Vitale Spermien, mit einer physiologisch intakten Plasma-
membran reagieren auf die hypoosmolare Losung nach dem Prinzip der Osmose
mit einem Einstrom von Fliissigkeit in die Samenzelle, was als Anschwellen und
Einrollen des Spermienschwanzes unter dem Mikroskop sichtbar und prozentual

beurteilbar wird (Jeyendran et al. 1984, Jeyendran et al. 1992). Das Verfahren des
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HOS-Tests findet sowohl in der Human-, als auch in der Veterindrmedizin fiir ver-
schiedene Tierarten Anwendung (Jeyendran et al. 1984, Kumi-Diaka 1993, Correa
und Zavos 1994, Vazquez et al. 1997, Lechniak et al. 2002, Comercio et al. 2013).
Eine positive Korrelation zwischen der Membranintegritit und dem Anteil morpho-
logisch normaler Spermien sowie der Motilitdt konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden (Smith et al. 1992, Kumi-Diaka 1993, Goericke-Pesch und Failing
2013). In einer humanmedizinischen IVF — Studie konnten positive Korrelationen
zwischen HOS-Test und der Befruchtungsfahigkeit der Spermien festgestellt wer-
den (Jeyendran et al. 1992). Solche Untersuchungen existieren fiir Riidenejakulate

bis dato nicht (Karger et al. 2014).

3.5. Computerassistierte Spermienanalyse (CASA)

Verschiedene Studien der Humanmedizin und Veterindrmedizin zeigen, dass sub-
jektive Untersuchungsmethoden wie die Motilitits- und Morphologiebeurteilung
von Spermien nicht immer zuverldssige und reproduzierbare Werte liefern (Jequier
und Ukombe 1983). Unterschiedliche laboratorische Ausstattung, Farbemethoden
sowie die Qualitit und Erfahrung der Untersucher haben erheblichen Einfluss auf
die Ergebnisse und erschweren den objektiven Vergleich von untersuchten Ejaku-
laten erheblich. Ein weiterer Nachteil konventioneller, subjektiver Untersuchungs-
methoden ist die geringe Anzahl an evaluierten Spermien, die nur einen kleinen
Ausschnitt einer Ejakulatprobe darstellen. Fiir die diagnostische Beurteilung einer
Spermaprobe sind objektivere Untersuchungsmethoden, die mehrere hundert Sper-
mien einer Ejakulatprobe evaluieren, somit von grofler Bedeutung (Amann und

Katz 2004).

Die Entwicklung der computerassistierten Spermienanalyse, kurz CASA, bietet
eine wertvolle Mdglichkeit, die genannten Probleme zu reduzieren (Iguer-Ouada
und Verstegen 2001). CASA ist ein hilfreiches Instrument, um die Analyse von
Ejakulaten zu prézisieren und objektiv durchzufiihren (Davis et al. 1992, Amann
und Waberski 2014). Sie zeigen deutlich geringere Variationskoeffizienten im Ver-
gleich zu manuellen, subjektiven Untersuchungsmethoden (Ginsburg et al. 1988)
und finden in der Tiermedizin seit Jahrzehnten Anwendung. Sie erginzen konven-
tionelle Untersuchungsmethoden, indem sie objektiv mehrere tausend Spermien in
sehr kurzer Zeit auf verschiedenste Parameter untersuchen. Moderne Systeme sind
in der Lage die Motilitét, die Konzentration, die Membranintegritit sowie die Mor-

phologie zu untersuchen (Amann und Waberski 2014). Auch fiir Riidenejakulate
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gewinnt CASA zunehmend an Bedeutung. Gilinzel-Apel et al. (1993) beschrieben
erstmalig den Einsatz von CASA fiir Riiden.

3.5.1.  Motilititsbeurteilung mittels CASA

Um die Motilitdt der Spermien einer Ejakulatprobe zu ermitteln, analysiert die
CASA-Software die Bewegung einzelner Spermien. Hierzu wird die Position eines
Spermienkopfes markiert und seine Trajektorien aus aufeinanderfolgenden Bildse-
quenzen (je nach Hersteller des Geridtes unterschiedliche Bildanzahlen) rekonstru-
iert (Rijsselaere et al. 2012). Eine Wiedergabevorrichtung der Bildsequenzen ist fiir
die meisten Geriite verfiigbar und dient der Uberpriifung, ob tatsichlich alle Sper-
mienkdpfe markiert bzw. ob Fremdzellen félschlicherweise als Spermien detektiert
wurden. Aus der Rekonstruktion berechnet die Software simultan verschiedene
Motilititsparameter. Neben der Gesamtmotilitdt, der progressiven (unterteilt in
schnell und langsam) und lokalen Motilitit sowie der Immotilitit berechnet die
Software zusétzlich die Linearitdt der Bewegung, die Amplitude der seitlichen
Kopfbewegung des Spermiums sowie multiple Geschwindigkeitsparameter. All
diese Parameter sind mit einer konventionellen visuellen Motilitdtsbeurteilung
nicht bestimmbar. Es wird somit moglich in kurzer Zeit ein detailliertes Motilitats-
profil fiir ein Ejakulat zu erstellen (Rijsselaere et al. 2012). Die Aussagekraft von
CASA-Ergebnissen in Bezug auf die Befruchtungsféhigkeit eines Riiden wird dis-
kutiert. In einer humanmedizinischen Studie von Hirano et al. (2001) konnten po-

sitive Korrelationen fiir Motilitdtsparameter und erfolgreiche IVF ermittelt werden.

Um CASA-Systeme sinnvoll einzusetzen miissen auch hierbei Untersuchungsstan-
dards und -protokolle unbedingt eingehalten werden (Davis und Katz 1992, Holt
et al. 1994). Fehler in der Anwendung sowie unterschiedliche Softwareeinstellung
von verschiedenen Untersuchern fithren zu unzureichenden, nicht vergleichbaren

Ergebnissen (Smith und England 2001, Verstegen et al. 2002).

3.5.2. Morphologiebeurteilung mittels CASA

Neben der Spermienkonzentrationsbestimmung, der Membranintegritit sowie der
Motilitdtsbeurteilung ist es moglich, die Morphologie eines Spermiums mithilfe
von CASA-Systemen zu untersuchen. In den meisten veterinirmedizinischen La-
boratorien dominiert jedoch noch die subjektive Morphologiebeurteilung (Wang et
al. 2011). Die CASA gestiitzte Morphologiebeurteilung ist Gegenstand verschiede-

ner, hauptsichlich humanmedizinischer Studien. Fiir Riiden ist hierzu bisher nur
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wenig Literatur zu finden (Rijsselaere et al. 2004). Die Studien von Dahlbom et al.
(1997) und Soler et al. (2017) beschiftigten sich im Speziellen mit der Kopfmor-
phometrie und -morphologie caniner Spermien. Beurteilt werden, wie nach der kon-
ventionellen Untersuchungsmethode, der Kopf, das Mittelstiick und der Schwanz
des Spermiums (Abbiramy und Shanthi 2010, Wang et al. 2011). Untersuchungen
hierzu liefern vergleichbare Ergebnisse zwischen der CASA und der konventionel-
len Morphologiebeurteilung (Steigerwald und Krause 1998). Die Qualitéit und Aus-
sagekraft der Ergebnisse ist dabei abhidngig von den Softwareeinstellungen sowie
der Spermienkonzentration in der vorliegenden Probe (Rijsselaere et al. 2004). Die
Erkennung morphologisch normaler Mittelstiicke durch das CASA-System erwies
sich als unzureichend, dhnliche Probleme gab es bei der Erkennung von eingeroll-
ten bzw. abgeknickten Spermienschwinzen (Steigerwald und Krause 1998). Ein
weiterer Nachteil ist der hohe zeitliche Aufwand morphologischer CASA Beurtei-
lung, eine konventionelle subjektive Morphologiebestimmung durch einen erfahre-
nen Untersucher ist unter Umstédnden schneller durchzufiihren (Steigerwald und
Krause 1998). Folglich stellt die computergestiitzte Morphologiebeurteilung fiir
Riidenejakulate noch keine ausreichende Alternative zur konventionellen visuellen
Beurteilung dar, bietet aber die Moglichkeit, detaillierte morphometrische Parame-
ter zu erfassen und zeigt niedrigere Variationskoeffizienten im Vergleich zu sub-

jektiven Methoden (Coetzee et al. 1999, Rijsselaere et al. 2004).

4. Referenzwerte fiir Riidenejakulate und

Hodendimensionen

Referenzbereiche fiir labordiagnostische Parameter finden zur Validierung von Un-
tersuchungsergebnissen und zur Erstellung von medizinischen Befunden Anwen-
dung. Sie bilden die Grundlage fiir die Bewertung von Ergebnissen aus individuell
ermittelten Labormessungen (Solberg 1987). Das Vorliegen von Referenzwerten
fiir Ejakulate sowie Grenzwerte fiir Hodendimensionen von Riiden ist somit essen-
tiell, um eine Aussage iiber die Quantitédt und Qualitiit einer Ejakulatprobe sowie
die Physiologie der Hoden treffen zu kénnen und das Fertilitdtspotential eines Rii-

den einordnen zu konnen.
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4.1. Uberblick Referenzwerte fiir Riidenejakulate

Schon seit vielen Jahren beschéftigen sich Wissenschaftler mit der Beschaffenheit
von Riidenejakulaten. Eine erste Beschreibung von Riidensperma erfolgte bereits
1678 durch van Leeuwenhoek (Schierbeek 1953). Mann fasste in seinem Buch ,,the
biochemistry of semen* aus dem Jahre 1954 Ergebnisse verschiedener Untersucher
fiir unterschiedliche Tierarten zusammen, hierunter auch Riidenejakulate. Erste
ausfiihrliche Untersuchungen fiir Riiden fiihrte Bartlett 1962 durch. In seiner Studie
untersuchte er drei Mischlingsriiden {iber einen Zeitraum von drei Jahren mit unter-
schiedlichen Absamungsfrequenzen. In detaillierten Tabellen sind in seiner Arbeit
Mittelwerte fiir Spermaparameter zu finden (Abb. 1 und 2). Viele weitere Arbeiten
zu Spermaparametern von Riiden existieren in der Literatur. Die meisten Studien
basieren hierbei auf der Untersuchung von Standardhunderassen wie Beagle, La-
bradoren, Retrievern und Deutschen Schiaferhunden (Boucher et al. 1958, England
und Allen 1989, Iguer-Ouada und Verstegen 2001). Des Weiteren sind Studien zu
finden, die nur Spermaparameter einer einzelnen Hunderasse betrachten (Heywood
und Sortwell 1971, James et al. 1979, Hesser et al. 2017). Zum Teil wird in der
Literatur nicht ersichtlich, wie viele Hunde bzw. welche Rassen fiir die Erstellung
der Richtwerte untersucht wurden (Olar et al. 1983, Johnston 1991). Héufig ist un-
klar, ob die in den Studien untersuchten Riiden fertil waren bzw. Fertilitdt wird

durch die Untersucher nicht definiert.

]
Unfraction- i
ated Ist 2nd 3rd No. gjaculates
ejaculate fraction | Sraction Jraction
Duration of ejaculation 11 +£0-2 27 +0-3 | 52 +04 801 332, 50, 50, 50
min sec i sec min
* % *& { * *¥
Ejaculate vol. 12:0+0-2 09100 2:6 +0-1 9-2+0-3 319, 131, 131, 131
ml *% ** i ** *%
ml/100 kg 81414 i 319,0,0,0
live weight ** |
Sperm conc. ‘ ! -
cells x 108/ml 53 +2-1 [ 247 +99 10+0-8 139, 0, 157, 157
*% *>* *%
Sperm content '
cells x 106 528 +25-8 637 +31-7 76 +6-9 139, 0, 157, 157
sk | *% kk
% Dead sperm {
at 18 to 23° C., 2010 t 15+08 104,0,91,0
** I **

Abbildung 1: Ejakulatparameter von Riiden nach Bartlett Teil 1 (1962)



II. Literaturiibersicht

18

Total ‘Live’ ‘Dead’
spermatozoa spermatozoa spermato zoa No. ejaculates
Abnormal spermatozoa 15+ 1-6 n.s. 5408 ** 10£1-2 n.s. 30
(6 £0-8 **) (60 £4-6 **)
Head abnormalities 11 +1-4 ns. 3406 ** 8+1:2 nus. 30
(4 £0-7 *¥) (48 £5-0 n.s.)
Neck abnormalities 3+ 1-5 ** 1 £+0-4 n.s. 44 1-2 ** 30
(1+£07 ns.) (21 £4-5 **)
Midpiece abnormalities
+c.d. 2] +£5-0 ** 20 +4-8 ** 2 £0-3 n.s. 30
(24 £5°9 *%) (15+£2-7 n.s.)
—c.d. 2 +0-5 n.s. 1 +0-4 n.s. 1+0-3 nus. 30
(2+0-5%) (8+2:3 ns.)
Tail abnormalities 7 +0-8 n.s. 4 £0-6 ** 3 +04 n.s. 30
(508 *) (17 £2:6 n.s.)

** Significant difference between dogs, P<<0-01
* Significant difference between dogs, P<0-05
n.s. No significant difference between dogs, P> 0-05

‘Live’ and ‘dead’ sperm abnormalities are expressed as a percentage of the total sperm population,
and also, in parentheses, as a percentage of the ‘live’ or ‘dead’ sperm in the total population. c.d.
indicates the inclusion (+) or the exclusion (—) of cytoplasmic droplets as abnormalities.

Abbildung 2: Ejakulatparameter von Riiden nach Bartlett Teil 2 (1962)

4.1.1. Spermaparameter in Bezug auf das Korpergewicht

Eine mogliche Einteilung von Spermaparametern erfolgt nach dem Kdorpergewicht
des untersuchten Riiden. Der Einfluss des Korpergewichtes auf bestimmte Sper-
maparameter wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen. Hendrikse und Anto-
nisse (1984) konnten eine Korrelation von Gesamtspermienzahl und Korpergewicht
feststellen. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen von Olar et al. (1983) {iber-
ein, die einen Zusammenhang der HodengroBe, welche abhingig vom Korperge-
wicht des Riidens ist, mit der Gesamtspermienzahl feststellen konnten. Bartlett
(1962) unterteilte die Spermaparameter nicht nach Gewichtsklassen bzw. Korper-
groBBe der Riiden errechnete jedoch eine Ejakulatmenge von 81 + 1,4 ml/ 100 kg
Kopergewicht (Abb. 1). Eine Unterteilung von Spermaparameter nach Korperge-
wicht erfolgte durch Giinzel-Apel et al. im Jahre 1994. Sie kategorisierten Ejakulate
von 243 Riiden, 70 unterschiedlicher Rassen. Die Riiden wurden fiinf unterschied-
lichen Gewichtsgruppen von < 10 kg, 11 bis 20 kg, 21 bis 40 kg, 41 bis 60 kg und
> 60 kg Korpergewicht zugeteilt (Abb. 3). Die Relation zwischen Korpergewicht
und Gesamtspermienzahl zeigte die Autorin anhand geringerer Tierzahlen schon in
vorherigen Studien, in denen sie die untersuchten Parameter kleinen, mittelgrof3en
und groflen Riiden zuordnete (Glinzel-Apel 1986, Giinzel-Apel 1990). Auch aktu-

eller Untersuchungen befassen sich mit dem Zusammenhang von Korpergrof3e bzw.
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Korpergewicht und Spermaparametern. Rijsselaere et al. bestétigten in ihrer Studie
von 2007 erneut den Zusammenhang von Korpergewicht und Gesamtspermienzahl.
Sie unterschieden hierbei drei Gewichtsgruppen von < 20 kg, 20 bis 40 kg sowie
> 40 kg Korpergewicht. Goericke-Pesch und Failing (2013) unterteilten Spermapa-
rameter in drei Gewichtsgruppen von < 10 kg (klein), 10 bis 30 kg (mittelgroB3),
sowie > 30 kg (groB) Korpergewicht (Abb. 4). In dieser Studie konnten nur geringe
Unterschiede der Gesamtspermienzahl zwischen den Untergruppen festgestellt
werden. Da in dieser Studie keine Selektion auf Fertilitdt stattfand, vermuten die
Autoren, dass sub- bzw. infertile Riiden die geringen Gewichtsklassenunterschiede
verursachen. Tesi et al. (2018) unterteilten in ihrer Studie ebenfalls in drei Ge-
wichtsgruppen von < 15 kg (klein), 16 bis 40 kg (mittelgrol) und > 40 kg (groB)
Korpergewicht (Abb. 5). Eine Korrelation von Kdrpergewicht, Ejakulatvolumen,
Gesamtspermienzahl sowie signifikante Unterschiede dieser Parameter zwischen
den unterschiedlichen Gewichtsgruppen wurden auch in dieser Studie festgestellt.
Die Spermienkonzentration sowie Motilitdts- und Morphologieparameter verhiel-

ten sich in nahezu allen Studien unabhingig vom Korpergewicht.

Ejakulatmerkmal Kérpergewicht (kg)

<10 11-20 21-40  41-60 >60
Volumen insgesamt in ml (min.) 5-10(5) 5-10(5) 10-20(5) 15->30(10) 15->30 (10)

Volumen der spermienreichen Ejakulat-  0,5-1,0 05-20 10-20 1,0-3,0 1,0-3,0
fraktion in ml

Spermiengesamtzahl, 10 (min.) 450 800 1200 1500 (1000) 1500 (1000)
(300) (500)  (800)

vorwartsbewegliche Spermien in % (min.) 60-70 (50)

membrangeschadigte Spermien in % (max.) 5-10 (15)

formabweichende Spermien in % (max.) 10-25 (30)

Abbildung 3: Ejakulatparameter von Riiden in Bezug auf das Korpergewicht
nach Giinzel-Apel (1994)
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Table 2. Median (X) results and first and third quartile (Q,/Q3) of ejaculate analysis of the sperm-rich fraction in respect to category of body
weight of dogs: Samples of small dogs (<10 kg, n = 54), medium size dogs (10-30 kg, n = 164) and large dogs (> 30 kg, n = 182)

Small dogs Medium size dogs Large dogs
Parameter X (Q1/Q3) X (01/03) X(Q/Q)
Volume (ml) 1.1 (0.8/1.5) 1.7 (1.0/24) 2.0 (1.5/3.5)
pH 6.2 (6.2/6.4) 6.2(6.2/6.4) 6.4 (6.2/6.4)
% Progressively motile sperm 80 (70/90) 80 (75/90) 80 (70/90)
% Live spermatozoa 87.0 (72/90) 87.0 (76.5/90.6) 85.0 (73.5/90.0)
% Pathomorphology 20.0 (15.5/30.5) 22.5(14.9/38.5) 220 (13.1/34.5)
Concentration (x10°/ml) 270 (160/360) 300 (197.5/412.5) 250 (110/390)
Total sperm count (x10%) 344 (175/450) 522.5 (300/810) 497.5 (275/862)
% Non-curled tails (HOS) 5.0 (3.0/10.9) 6.5(4.3/9.5) 7.0 (5.0/10.9)
% Spermatozoa with 1.5 (1.0/2.0) 1.0 (0.5/2.0) 1.5 (1.0/2.5)

detached acrosomes (Spcrmac’ )

Abbildung 4: Ejakulatparameter von Riiden in Bezug auf das Korpergewicht
nach Goericke-Pesch und Failing (2013)

Volume (ml) Sperm concentration (x10°) Total sperm number (x10°) Subjective motility (%)
Cryopreservation 3.73+062° 297.8 +533% 683.1 +843% 751+35
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
Al 521+029° 1235+118° 564.0 +49.1 766 +3.0
(n=48) (n=48) (n=48) (n=47)
Research 3.48+0.39° 206.5+187% 647.8 +84.1 834+17
(n=26) (n=26) (n=26) (n=26)
Evaluation 4284045 1320+ 149" 4536+481° 694 +37
(n=46) (n=46) (n=46) (n=45)
ANOVA GLM GLM GLM K-W
P-value P<0.001 P<0.001 P<0.05 P>0.05
Large size 534+045" 164.4 + 262 6926 +834° 693 +4.4
(n=31) (n=31) (n=31) (n=31)
Medium size 4241027 166.6 +13.0 5513 £337° 77919
(n=93) (n=93) (n=93) (n=91)
Small size 3.22+040° 153.2 £39.1 309.6 +45.4° 714+£62
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14)
ANOVA GLM GLM GLM K-w
P-value P<0.01 P>0.05 P<0.01 P>0.05
Young 4241037 169.4 £195 5772 +£598 773 +£38
(n=29) (n=29) (n=29) (n=29)
Adult 479+033 1514 +£124 572.5 +460 743 £2.7
(n=74) (n=74) (n=74) (n=72)
old 3.65+034 188.8 +31.6 5134 +£547 75725
(n=35) (n=35) (n=35) (n=35)
ANOVA GLM GLM GLM K-w
P-value P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05

GIM: General linear model. K-W: Kruskal Wallis test. Values with different superscripts within the same column and group of variables are statistically different (a=b, c#d;
P<0.05).

Abbildung 5: Ejakulatparameter von Riiden in Bezug auf den Grund der Ab-
samung, das Korpergewicht und das Alter nach Tesi et al. (2018)

4.1.2. Spermaparameter in Bezug auf das Alter

Der Einfluss des Alters auf die Beschaffenheit eines Ejakulates, bzw. qualitativer
und quantitativer Spermaparameter ist in verschiedenen humanmedizinischen Stu-
dien beschrieben (Kidd et al. 2001, Fisch et al. 1996, Rolf et al. 1996). Beobachtet
wurden ein Riickgang der Gesamtspermienzahl sowie eine verringerte Spermien-
motilitdt mit zunehmendem Alter bei Ménnern (Fisch et al. 1996, Rolf et al. 1996).
Diese Beobachtungen konnte in Mausmodellen bestitigt werden (Parkening et al.
1988, Wang et al. 1993). Diese humanmedizinischen Erkenntnisse lieBen sich auf
verschiedene Tierarten {ibertragen (Dowsett und Knott 1996). Auch das Alter von
Riiden und der potentielle Effekt auf ihre Fertilitdt ist Gegenstand aktueller For-

schung. Mehrere Studien konnten fiir Riiden einen Zusammenhang zwischen Alter
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und dem Anteil morphologisch verdnderter Spermien herstellen (Rijsselaere et al.
2007, Brito etal. 2018, Tesi et al. 2018). In der Studie von Brito et al. (2018) wurden
deutlich hohere Werte fiir Spermienanomalien fiir senile Riiden im Vergleich zu
jungen Riiden festgestellt (Abb. 6). Ein Riickgang der Gesamtspermienzahl wurde
durch Hendriske und Antonisse (1984) festgestellt und durch Goericke-Pesch und
Failing (2013) bestitigt. Auch Bhanmeehchao et al. (2018) beschéftigten sich mit
dem FEinfluss des Alters auf Spermaparameter und untersuchten hierzu das Sperma
aus den Nebenhoden kastrierter Riiden unterschiedlichen Alters. Sie konnten deut-
liche QualititseinbuBBen im Sinne von vermehrt morphologisch verédnderten Sper-
mien, verringerter Motilitit sowie verminderter Vitalitét fiir dltere bzw. senile Rii-

den feststellen.

Variable Young Senile p

Sexual libido score (1-3) 2.76 £0.05 2.5+0.06 0.0007

Volume of the ejaculate (ml) 188011 195+0.14 0.7273

Ejaculate aspect score 259006 244 +£006 0.0808
(1-3)

Sperm concentration 468.35 + 39.16 41543 + 30.08 0.2329
(million sperm/ml)

Spermatic motility (%) 79.67 £1.46 73.14+1.37 0.0001

Sperm vigour (0-5) 3.34+0.07 2.98+0.06 <0.0001

Plasmatic membrane 86.28 +1.49 82.91+1.15 0.0232
integrity (%)

Acrosomal membrane 96.49 +0.53 95.56 +0.38 0.1056
integrity (%)

Major sperm defects (%) 10.24+£0.98 32.66+2.16 <0.0001

Minor sperm defects (%) 631064 6.56 +0.66 0.7835

Total sperm defects (%) 16.54+1.42 39.22+£217 <0.0001

Sperm Proximal droplet (%) 1.59+0.37 23.18+2.27 <0.0001

Sperm Distal droplet (%) 1.25+0.18 2.66+0.52 0.0109

Note. NA: not applicable. Bold values differ between young and senile dogs (p < 0.05).

Abbildung 6: Ejakulatparameter fiir Riiden in Bezug auf das Alter nach Brito
et al. (2018)

4.2. Hodendimensionen

Die Hoden sind der Ort der Spermienproduktion. Die Menge an Hodengewebe
(bzw. die HodenmalBe) korreliert mit der Spermienproduktion (Olar et al. 1983).
Das Spermienproduktionspotential kann somit aus dem Hodengewicht abgeleitet
werden (Olar et al. 1983). Um zu entscheiden, ob ein Riide ausreichend Spermien
produziert ist die Ermittlung der Hodenmafle im Rahmen der andrologischen Un-
tersuchung ein wichtiger Untersuchungsschritt. Ebenso lassen sich tiber die Bestim-

mung der Hodengro3e Hinweise auf ein pathologisches Geschehen im Sinne einer
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pathologischen VergroBerung oder Verkleinerung erlangen (Giinzel-Apel 2016).
Das Hodengewicht wird bestimmt durch die Hodengrof3e, welche wiederum be-
stimmt wird durch die Korpergrofle des Riiden (Giinzel-Apel 1994, Amann 1986).
Der Hodenumfang korreliert direkt mit dem Hodengewicht (Olar et al. 1983,
Woodall und Johnstone 1988). Aufgrund der extremen GroBenunterschiede ver-
schiedener Hunderassen muss die Hodengrofle eines Riiden immer in Bezug auf
sein Korpergewicht betrachtet werden (Olar et al. 1983, Woodall und Johnstone
1988).

Auch fiir andere Tierarten spielen die Hodendimensionen bei der Priifung der
Zuchttauglichkeit eine mafgebliche Rolle. Der Hodenumfang eines Bullen ist ein
wichtiges Kriterium bei der Zuchttauglichkeitsuntersuchung (Chenoweth und
McPherson 2016, Palmer 2016). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass der
Hodenumfang bzw. das daraus resultierende Hodengewicht positiv mit der Spermi-
enproduktion korrelierte (Foote et al. 1977, Kastelic et al. 2001). Aus dem Hoden-
umfang, respektive dem Hodengewicht, ldsst sich die Spermienproduktion, der
,»daily sperm output* (DSO) eines Bullen abschétzen (Hahn et al. 1969). Auch fiir
Hengste wird der Hodenumfang, bzw. das Hodenvolumen genutzt, um den DSO
abzuschitzen (Love et al. 1991, Thompson et al. 2004). Olar et al. (1983) iibertru-
gen diese Ansitze fiir Riiden und konnten ebenfalls einen Zusammenhang von Ho-

denumfang und dem DSO ermitteln.

Verschiedene Untersuchungsmethoden ermdéglichen die Vermessung der Hoden.
Eine einfache und giinstige Methode der HodengréBenbestimmung ist die Anwen-
dung einer Schieblehre (Taskinen et al. 1996). Verglichen mit moderneren Unter-
suchungsmethoden liefert die Schieblehre allerdings ungenauere Ergebnisse
(Anatol et al. 2006). Das Hodenvolumen lésst sich aus der Hohe (H), Breite (B) und
Lange (L) berechnen. Verschiedene Formeln zur Berechnung des Volumens wur-
den miteinander verglichen, wobei sich mit der Formel HyoL =L * H * B * 0,71
Volumina berechnen lieen, die mit dem tatsdchlichen Hodenvolumen am engsten
korrelierten (Paltiel et al. 2002, Sakamoto et al. 2007). Durch den Vergleich der
Hoden eines Riiden mit einem Orchidometer ldsst sich das Hodenvolumen ohne
Rechenaufwand kostengiinstig und einfach bestimmen. In einer Vergleichsstudie
verschiedener Messmethoden wurde das Hodenvolumen durch die orchidometri-

sche Bestimmung allerdings geringfiigig iiberschitzt (Anatol et al. 2006). Erfahrene
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Untersucher konnte das Volumen mittels Orchidometrie genauer bestimmen als un-
erfahrene (Behre et al. 1989). Die prézisesten Werte fiir eine Volumenbestimmung
liefert eine sonografische Vermessung der Hoden (Fuse et al. 1990). Diese Unter-
suchungsmethode ist der Goldstandard fiir die Beurteilung der Hoden, da sie neben
der Messung die strukturelle Beurteilung des Hodengewebes ermdglicht, woraus
wichtige Hinweise auf pathologische Verdnderungen im Hoden gewonnen werden
konnen (Pugh et al. 1990, England 1991). Ultraschallwellen haben hierbei keinen
schédlichen Einfluss auf die Spermatogenese bzw. die Spermaqualitét (Coulter und
Bailey 1988). Anders als bei Moxon et al. (2015), welche eine Korrelation von Ho-
denechogenitidt und Anteil morphologisch normaler Spermien feststellen konnten,
konnten in einer Studie von England et al. (2017) keine Erkenntnisse iiber zukiinf-
tige quantitative oder qualitative Spermaparameter durch die Sonografie gewonnen

werden.

Um zu iiberpriifen, ob ein Riide normale Hodendimensionen aufweist werden,
ebenso wie zu der Beurteilung der Ejakulatparameter, Referenzwerte benotigt. Da
die HodengroBe abhingig von der Korpergrofle des Riiden ist, liegt eine Einteilung
der Referenzwerte fiir Hodendimensionen nach Korpergewicht nahe. Giinzel-Apel
et al. (1994) lieferten in ihrer Studie Richtwerte fiir fiinf unterschiedliche Gewichts-
gruppen (Abb. 7). Vergleichswerte werden auch in vorherigen Studien von Giinzel-
Apel (1990), sowie von Amann (1986) gegeben, allerdings wird hierbei nur grob

nach kleinen, mittelgro8en und grofen Riiden unterschieden.

Tab.4-4 Richtwerte und noch tolerierbare Grenzwerte (min.) der HodengroBe (-lange, -breite) von Riiden
entsprechend ihrem Kérpergewicht (Giinzel-Apel et al. 1994)

HodenmaBe in cm Kérpergewicht (kg)

<10 11-20 21-40 41-60 >60
Lange (min.) 2,5(2,0) 35(2.8 3,8(3,0) 4,3(3,4) 4,5 (3,6)
Breite (min.) 1,8(1,4) 2,4(1,9) 2,7(2,2) 31(2)5) 3125

Abbildung 7: Richtwerte fiir Hodengroflen von Riiden in Bezug auf das Kor-
pergewicht nach Giinzel-Apel (1994)
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Abstract

Because of few available data on semen parameters in small breed dogs, the study
aimed to analyse semen and measure testes of dogs <10.0 kg bodyweight. Semen
was collected from 41 fertile stud dogs, which were divided based on bodyweight:
group 1 < 5.0 kg and group 2 between 5.1 and 10.0 kg. Median values for ejacu-
late volume (group 1:X 1.2 ml; group 2: X 2.2 ml), total sperm output (group 1: X
110.7 x 10% group 2: % 215.1 x 10) and testicular volume (group 1: left testicle %
2.8 ml, right testicle X 2.7 ml; group 2: left testicle X 5.5 ml, right testicle X 5.0 ml)
were lower in group 1 compared to dogs of group 2 (p = .001; p = .001; both testes:
p < .001). There was no difference in sperm concentration (p = .985). Based on these
results, introduction of an additional weight group to the commonly used reference
values is recommended, since values for ejaculate volume, total sperm output and
testicular dimensions for dogs <5.0 kg bodyweight differed significantly from values
of dogs with a bodyweight from 5.1 to 10.0 kg.

KEYWORDS
bodyweight, canine, dogs, semen, testes
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1. Introduction

Semen analysis is a major part during andrological and breeding soundness
examinations in dogs.! 2 The evaluation can distinguish between fertile, sub- and
infertile dogs and determine whether sperm is suitable for cryopreservation and

serves for calculation of insemination doses for artificial inseminations.>

Most reference values for semen parameters in dogs are derived from semen
samples obtained from medium-sized or large breed dogs such as Beagles, Retriev-
ers or German shepherds.*® In addition many studies are lacking the information if
the examined dogs have ever successfully sired offspring.® Giinzel-Apel and oth-
ers set up reference values for semen parameters based on the bodyweight (BW) of
the dogs.!® The group with the lowest BW (< 10 kg) comprised 33 fertile dogs.
There is no information which breeds were assessed or how weight distribution was
in this group. Semen parameters differed significantly between different weight
groups. Furthermore, Rijsselaere and others,!! Tesi and others!? and Goericke-
Pesch and others!® also examined semen parameters in relation to BW with their

lightest groups at below 20 kg, below 15 kg and below 10 kg.

To the best of our knowledge, there is no published data on semen parame-
ters of small breed dogs with a BW below 5.0 kg. There is also a lack of data on
testicular dimensions for small breed dogs. !° The popularity for small and toy dog
breeds is increasing over the last years. At the same time stud dogs of toy breeds
are presented for andrological examinations or semen collection for preservation
purposes and artificial inseminations. Therefore, more data on semen parameters,
testicular dimensions and reference values for dogs < 10.0 kg BW and particular

for dogs <5.0 kg BW are needed.

The objective of this study was the semen evaluation and the determination
of testicular dimensions of healthy fertile dogs with a maximum BW of 10.0 kg.
The comparison of the results of dogs < 5.0 kg and the dogs between 5.1 to 10.0 kg
BW served to reveal potential differences between the two groups and to establish

new reference values for dogs < 5.0 kg BW.
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2. Materials and methods

The study was conducted according to the German animal welfare law (ap-
proved by Ethics Commission, Centre for Clinical Veterinary Medicine, Ludwig

Maximilians University Munich, Germany; reference number 110-04-02-2018).
2.1 Dogs

Study participants were privately owned stud dogs. All owners were in-
formed about the purpose of the study and gave their written consent. Only clini-
cally healthy and fertile dogs were included. Dogs were considered to be fertile
when they had sired at least one litter within the previous 12 months and no clinical
evidence for impaired fertility was given. Forty-one stud dogs of 14 different breeds
(12 Miniature Poodles, eight Chihuahuas, six Toy Poodle, three Dachshunds, two
Russian Toyterriers, two Parson Russell Terriers and one of each of the following
breeds Australian Silky Terrier, Norfolk Terrier, Italian Greyhound, Prague Rattler,
Chinese Crested, Miniature Pinscher, Miniature Dachshund and Bolonka Zwetna)

were examined in the present study.
2.2 Physical and andrological examination

Prior to semen collection medical and breeding history were recorded.
Pedigree, mating records, pregnancy outcome, date of last mating and litter sizes of
each dog were recorded, as recommended by Purswell and others.! Body tempera-
ture and vital parameters were assessed. Peripheral lymph nodes and abdomen were
palpated. Libido, penis and prepuce were evaluated during the semen collection
procedure. Scrotum, testes, spermatic cord and epididymes were examined for sym-

metry, consistency and location.

Testicular length (L), width (W) and height (H) were estimated using a
linear 10.0 MHz ultrasound probe (LOQIC V2/ LOQIC V1, © 2015 General Elec-

tric Company, Solingen, Germany). Testicular volume (Tvor) was calculated using

the formula Tvo=Lx W x Hx 0.71.1415
2.3 Semen collection

Semen collection was performed in a clinical setting, in presence of a
teaser bitch in oestrus. Semen was collected into a plastic semen collection bag

(Minitube, Germany) by manual massage of the bulbus glandis, without differenti-



III. Publikation 28

ation of particular ejaculate fractions. Dogs were presented for a second semen col-

lection with a time delay of at least one week.
2.4 Semen analysis

Volume, colour and consistency were recorded immediately after semen
collection. Sperm concentration and number of non-viable sperm were determined
using a NucleoCounter® (SP-100; ChemoMetec, Allerod, Denmark), according to
the manufacturer’s recommendation. For evaluation of sperm morphology, a
bromphenol-nigrosin-staining was prepared and analysed by one experienced ob-
server. Sperm motility parameters (total motility, progressive, fast, slow, local
motility and immotile sperm) were assessed with the CASA system AndroVision®
(Minitube, Germany). Software settings of the AndroVision® used in the present
study are given in Table 1. Prior to analysis semen was diluted to a concentration
of 50 x 10° sperms per mL using a Biladyl A extender (Minitube, Germany).

Seven different randomly selected microscopic fields were assessed.
2.5 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 24.0 (SPSS Inc. Headquar-
ters, Chicago, USA). The dogs were divided into two groups based on their BW.
Group 1 (G1) consisted of 21 dogs weighing < 5.0 kg. Group 2 (G2) consisted of
20 dogs with a BW from 5.1 to 10.0 kg. The distribution of the collected data did
not follow a normal distribution. Mean values of the two semen samples of each
dog were used to avoid pretending a higher sample size. For description of the data
medians (¥X) and quartiles (Q,/Q;) are given. Comparison of both groups was per-
formed using Mann-Whitney test. The C28-A3 guidelines of the Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) were applied to estimate reference values for
semen parameters.'® For lower reference limits the fifth centile (Ps), for upper ref-
erence limits the ninety-fifth centile (Pos) is given. Left and right testes were sum-
marized as a mean value for the two-sided reference interval with the 2.5th and
97.5th centile (P2.5/Py7.5). Values were tested for outliers according to Tukey. The
Spearman’s rho-correlation analysis across all dogs was used to evaluate correlation
of the measurements with BW and age. Values were considered to be statistically

significant at P < 0.05.
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3. Results
3.1 Dogs

Mean age (+ SD) of the dogs in G1 (n=21) and G2 (n=20) was 2.9 (1.6)
years (range: 1.2 to 6.4) and 4.3 (2.6) years (range: 1.0 to 11.6), respectively (dif-
ference P = 0.016). Mean BW was 3.0 (0.8) kg (range: 1.8 to 4.6) in G1 and 6.9
(1.3) kg (range: 5.1 t0 9.2) in G2.

3.2 Semen parameters and testicular measurements

Because of relatively low ejaculate volumes it was not possible to differ-
entiate between the three ejaculate fractions as it is regularly performed.'” !® Ejacu-
lates were greyish to white in colour, except of one containing sanguine discharge.
The consistency varied from watery to milky. Table 2 shows median values and
their first and third quartile (Q,/Q;) for semen characteristics for all dogs < 10.0 kg
BW and separated for dogs <5.0 kg and 5.1 to 10.0 kg BW. Ejaculate volume (P =
0.001) and TSO (P <0.001) were lower in dogs of G1 compared to G2. With a
median (¥) ejaculate volume of 2.2 mL ejaculate volume and a TSO of 215.1 x 10°,
G2 showed twice as much ejaculate volume and TSO compared to G1. There were

no differences in all other semen parameters evaluated.

Length, H and W of both testes were significantly smaller in G1 compared
to G2. Consequently, Tyor also differed significantly (Table 3).

3.3 Reference values

Reference values for quantitative and qualitative semen parameters of un-
fractionated ejaculate and testicular dimensions for dogs < 5.0 kg and 5.1 to 10.0
kg BW were estimated (Table 4). A one-sided reference interval appeared to be
more appropriate, as higher values are unlikely to have detrimental effects on fer-
tility, the fifth centile (Ps) was used as the lower limit. For the percentage of dead
sperms, TMA and immotile and local motile sperms the ninety-fifth centile (Pys)
was used as the upper limit. Only parameters that showed a significant difference
between G1 and G2 are presented separately for each weight group. The upper limit
for TMA was 52.5%. Two dogs were detected as outliers for TMA, both belonging
to G2. Therefore, those values were excluded and the upper reference limit without
the outliers (39.3%) is given in parentheses. Values for testicular dimensions are

given as a two-sided reference interval, since both reduction and enlargement of the
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testes can be pathological.

3.4 Correlation of semen parameters and testicular dimensions to bodyweight and

age

Results of the correlation analysis are given in Table 5. Positive correla-
tions were observed between BW and ejaculate volume, TSO and Tyo, respec-
tively. Motility parameters and TMA were not significantly related to the BW. The
age of the dogs was positively correlated with ejaculate volume; there was no cor-
relation of age to all other evaluated semen parameters. The two oldest dogs showed
high percentages for TMA (57% and 53.8%, respectively) including high percent-
ages for proximal cytoplasmic droplets (33%; 43,3%).

4. Discussion

The relation between BW, semen parameters and testicular dimensions in
dogs has been the subject of different studies before.!*!3 While these studies
showed that there are significant differences in ejaculate volume, TSO and testicu-
lar dimensions between different weight groups, limited data is available about
these parameters in dogs weighing less than 10 kg BW. Therefore, the aim of this
study was to describe more detailed the semen parameters and testicular dimensions
of dogs weighing less than 10.0 kg BW and to especially estimate reference values

for dogs < 5.0 kg BW.

Previous studies determined a median value of 464 x 10° and 344 x10° for
TSO of dogs <10 kg BW, but no data specifically for dogs < 5.0 kg BW were
reported.'® 13 In the present study a lower median TSO of 155 x 10° for dogs < 10
kg BW was observed. The lower TSO in the present study might be explained due
to the evaluation of smaller dogs, since half of the study participants were < 5.0 kg

BW.

The present study showed a significant difference for the TSO between
dogs < 5.0 kg and dogs between 5.1 and 10.0 kg BW. Dogs of G2 had a median
TSO of 215.1 x10° compared to 110.7 x10%in dogs of G1. There was no difference
for sperm concentration between the two weight groups. A weight relation for TSO
has been reported by Amann and others.!” It was assumed that the TSO is related

to testicular size, which is lower in smaller dogs. Results of the correlation analysis
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in this study confirmed this, since BW was correlated with TSO and Tvo, and Tvor
correlated with TSO. Values for TSO of approximately 150 x 10 can be identified
as normal for dogs below 10 kg BW. This should be considered when small dogs

are presented for breeding soundness examinations.

The ejaculate volume was significantly lower in dogs < 5.0 kg compared
to 5.1 to 10.0 kg BW. The ejaculate volume is mainly determined by the prostatic
secretion and prostatic size, respectively. Although the prostatic size was not eval-

uated in this study, it is well known that prostatic size is related to the BW. 20-23

Due to the significant differences between G1 and G2, it appeared
appropriate to establish reference values for a weight group of dogs < 5.0 kg BW.
To the best of the authors knowledge the present study is the first to determine
values for semen parameters and testicular dimensions for dogs < 5.0 kg BW. As
expected, motility and morphology were independent of BW, therefore commonly
used reference limits for morphology and motility apply to dogs of all weight
groups. The upper limit for TMA (52.5%) appeared to be quite high compared to
other reference values.!” > When the two outlier dogs were excluded a value of
39.3% (n=39) resulted for TMA which seems to be more consistent with previous
reports. The two excluded dogs were the oldest study participants. It has to be noted
that the CLSI recommends higher sample sizes for the establishment of reference
values. !¢ Since our sample size was rather low, further semen evaluation of small

breed dogs is necessery to provide more precise reference limits.

The ultrasonographic examination of the testes delivered highly precise
values for testicular dimensions compared to classic measurement methods.'# 15 24
25 Measurements of G2 are comparable to results for dogs < 10 kg BW of Giinzel-
Apel and others.!? The present study is the first to give detailed values for testicular

dimensions for dogs < 5.0 kg BW.

Regarding to age, only a correlation with ejaculate volume could be
determined. This might be explained due to benign prostatic enlargement of ageing
dogs since the ejaculate volume is influenced by the amount of prostatic fluid.?® 2!
26 In contrast to other studies that determined an increase of morphological
abnormalities in ageing dogs the author did not find a relation between age and
TMA.'!' 12 However the two oldest dogs of the study (11.6 years; 6.7 years) showed

high percentages for TMA and proximal cytoplasmic droplets, which appears
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consistent with other studies.!! 12 1327 Proximal cytoplasmic droplets are suspected
to impair fertilisation.?® Brito and others detected correlations between age and
motility parameters which could not be confirmed in this study.?’” However, mean
age of the study participients was quite low (mean age <5 years for G1 and G2), a
lack of relation between age and the ejaculate characteristics in this study can be

explained.

The relation of BW and TSO has again been demonstrated in this study.
The study showed lower median values for ejaculate volume and TSO in dogs be-
low 10 kg BW. Furthermore, there were significant differences in ejaculate volume,
TSO and testicular dimensions between dogs < 5.0 kg and dogs from 5.1 to 10.0 kg
BW. Based on these results an additional weight group of dogs < 5.0 kg BW should
be added to the commonly used reference values for semen parameters and testicu-

lar dimensions.

Sperm number is also an important parameter in artificial insemination.
An insemination dose of 150 to 200 x 10° normal sperm is recommended 2°°. In
order to fulfil this requirement, several semen collections are necessary in small
breed dogs because of their lower TSO, especially in dogs < 5.0 kg BW. A previous
study showed a pregnancy rate of 85% when seven bitches were inseminated with
inseminations doses ranging from 30 to 35 x 10° normal sperm.*! Subsequent re-
search has to be done to achieve good pregnancy rates with lower insemination

doses for small breed dogs.
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Table 1

Software settings of AndroVision® (Minitube, Germany)

Parameter

Cut-off value

Temperature of analysis (°C)

Immotile sperm

ALH (pm)

BCF (Hz)

Local motile sperm

VCL (pm/s)

VSL (pum/s)

Slow motile sperm

VCL (pm/s)

37°C

<4

<4

<20

<80

ALH, amplitude

of lateral

head displacement;

VCL, curvilinear velocity; VSL, straight-line velocity

BCF, Dbeat-cross

frequency;
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Table 2

Semen parameters for unfractionated ejaculate of all dogs < 10.0 kg and seperated for dogs

<5.0kgand 5.1 to 10.0 kg bodyweight

<10.0 kg (n=41)

G1: <5.0 kg (n=21)

G2: 51 to 10.0 kg

(n=20)

Parameter X (Q1/ Q3) X (Q1/ Q3) X (Q1/ Q3)
VOL (mL) 1.65 (1.15/2.4) 1.2(0.9/1.8)® 2.2(1.52.9)°
CONC 99.2 (76.0/146.6) 99.2 (69.4/170.0) 103.0 (78.0/142.3)*
(x10%mL)
TSO (x10°) 155.0 110.7 (84.9/156.1) * 215.1(156.3/258.8) °

(110.5/215.1)
DEAD (%) 12.1 (7.3/14.9) 14.2 (9.8/14.6)* 11.7 (8.8/14.2.0)*
TMA (%) 18.3 (15.8/25.6) 18.2 (14.1/29.1)* 18.4 (16.4/24.2)*
MOT (%) 93.1(90.7/95.5) 93.1 (89.8/96.0)* 93.0 (91.0/95.6)*
PROG (%) 90.7 (87.3/94.0) 90.7 (86.7/94.1)* 90.8 (87.8/94.2)*
FAST (%) 76.6 (71.5/83.0) 76.5 (68.7/82.3)* 77.4 (72.2/84.0)*
SLOW (%) 13.1(10.4/17.1) 13.3(10.8/18.6)* 13.0 (9.7/14.8)*
LOC (%) 2.2(1.6/3.3) 2.0(1.6/3.1)® 2.4(1.3/3.4)®
IMMOTILE (%) 6.9 (4.6/9.0) 6.9 (4.7/9.8)* 6.9 (4.4/8.9)*

Values are given as median (¥ ) and their first and third quartile (Q1/Qs). Values with different superscripts within the

same row are statistically different. VOL, ejaculate volume; CONC, sperm concentration; TSO, total sperm output;

DEAD, dead sperm; TMA, total morphological abnormalities; MOT, total motility; PROG, progressive motility; FAST,

fast motility; SLOW, slow motility; LOC, local motility; IMMOTILE, immotile sperm
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Table 3

Ultrasonographic testicular measurements in dogs < 5.0 kg and 5.1 to 10.0 kg bodyweight

G1: <5.0 kg (n=21) G2:5.1-10.0 kg (n=20)
% (Q1/ Q3) X (Q1/ Qs)

Right testis

L (cm) 2.0°(1.8/2.3) 2.6 (2.3/2.7)
H (cm) 1.3%(1.2/1.4) 1.5° (1.4/1.6)
W (cm) 1.4%(1.3/1.6) 1.8 (1.6/2.0)
Tvor (mL) 2.7*(2.0/3.0) 5.0°(3.7/6.0)
Left testis

L (cm) 2.0°(1.9/2.4) 2.4%(2.3/2.8)
H (cm) 1.32(1.1/1.4) 1.5° (1.4/1.7)
W (cm) 1.5%(1.4/1.6) 1.9°(1.7/2.2)
Tvor (mL) 2.8%(2.2/3.9) 5.5°(4.3/6.0)

Values are given as medians (¥) and their first and third quartile (Q1/Qs). Values with different superscripts within

the same row are statistically different. L, length; H, height; W, width; Tvor, testicular volume
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Table 4

Reference values for unfractionated ejaculate and testicular dimensions in dogs < 5.0

kg and 5.1 to 10.0 kg bodyweight

<5.0 kg (n=21) 5.1-10.0 kg (n=20)

Parameter Lower limit (Ps)
VOL (mL) 0.5 0.8
TSO (10 353 113.0
CONC (10%mL) 37.8
MOT (%) 83.2
PROG (%) 79.0
FAST (%) 56.4

Upper limit (Pys)
DEAD (%) 22.0
SLOW (%) 26.8
LOC (%) 4.8
IMMOTILE (%) 16.9
TMA (%) 52.5(39.3)

Reference interval (P25 — Po75)

Testicular L (cm) 1.6-2.5 1.8-3.2
Testicular H (cm) 1.1-1.5 1.2-2.0
Testicular W (cm) 1.3-19 1.3-24
Tvor (mL) 1.5-43 22-10.0

VOL, ejaculate volume; CONC, sperm concentration; TSO, total sperm output; DEAD, dead sperm; MOT,
total motility; PROG, progressive motility; FAST, fast motility; SLOW, slow motility; LOC, local motility;
IMMOTILE, immotile sperm; TMA, total morphological abnormalities, value in parentheses for TMA with-

out outliers (n=39); L, length; H, height; W, width; Tvor, testicular volume
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Table 5

Spearman correlations and P - values between the sperm characteristics, TvoL and the body-

weight and the age of the dogs (n=41)

Bodyweight Age
Parameter Correlation P - value Correlation P - value
VOL (mL) 0.502 0.001 0.455 0.003
CONC (10%mL) 0.119 0.459 -0.266 0.155
TSO (10%) 0.644 <0.001 0.255 0.107
DEAD (%) -0.25 0.157 0.078 0.627
MOT (%) 0.091 0.571 -0.026 0.874
PROG (%) 0.045 0.788 -0.026 0.872
FAST (%) 0.130 0.417 -0.174 0.267
SLOW (%) -0.042 0.793 0.184 0.250
LOC (%) 0.046 0.774 -0.036 0.824
IMMOTILE (%) -0.090 0.577 0.023 0.888
TMA (%) 0.058 0.771 0.134 0.402
Tvor left (mL) 0.733 <0.001 0.341 0.029
Tvorright (mL) 0.776 <0.001 0.231 0.146

Values in bold are statistically significant (p<0.05). VOL, ejaculate volume; CONC, sperm concentration; TSO, total

sperm output; DEAD, dead sperm; MOT, total motility; PROG, progressive motility; FAST, fast motility; SLOW, slow

motility; LOC, local motility; IMMOTILE, immotile sperm; TMA, total morphological abnormalities; Tvor, testicular

volume
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IV.  DISKUSSION

Die Spermauntersuchung ist ein elementarer Bestandteil jedes andrologischen Un-
tersuchungsganges. Sie dient dazu, Aussagen iiber das Fertilititspotential eines Rii-
den im Rahmen einer Zuchttauglichkeitsuntersuchung zu treffen sowie Ursachen
einer Sub- bzw. Infertilitét zu kléren. Zusétzlich wird die spermatologische Unter-
suchung benétigt, um die Eignung einer Ejakulatprobe fiir eine kiinstliche Ubertra-
gung oder eine Kryokonservierung zu priifen und Besamungsdosen zu errechnen

(Martinez 2004, Root Kustritz 2007).

Fiir die Untersuchung und Beurteilung eines Ejakulates werden Referenzwerte als
Bezugsparameter bendtigt. In der Literatur sind verschiedene Referenz- bzw. Richt-
werte fiir Riidenejakulate beschrieben. Da in mehreren Studien ein direkter Zusam-
menhang zwischen Ejakulatparametern und dem Korpergewicht von Riiden nach-
gewiesen werden konnte, erscheint die Einteilung der Parameter nach dem Korper-
gewicht sinnvoll, insbesondere da durch die gro3e Vielfalt an verschiedenen Rassen
extreme Gewichtsunterschiede zwischen den Hunden vorzufinden sind. Giinzel-A-
pel et al. unterteilten in ihrer Studie von 1994 in fiinf unterschiedliche Gewichts-
gruppen von < 10 kg, 11 bis 20 kg , 21 bis 40 kg , 41 bis 60 kg und > 60 kg Kor-
pergewicht. In neueren Studien von Goericke-Pesch und Failing (2013), Tesi et al.
(2018) sowie Rijsselaere et al. (2007) wird ebenfalls nach dem Korpergewicht der
Riiden unterschieden. Die Gewichtsklassen der Riiden mit dem niedrigsten Korper-
gewicht enden hierbei bei <20 kg, < 15 kg und < 10 kg. Im Rahmen einer androlo-
gischen Untersuchung werden neben der Ejakulatqualitit auch die Hoden eines Rii-
den untersucht und beurteilt. Fiir die Beurteilung der Hodengro3e werden ebenfalls
Referenzwerte bendtigt, um pathologische Gréf3enabweichungen ermitteln zu kon-
nen. Hierzu liefert die Literatur fiir Riiden unter 10 kg Korpergewicht nur wenig

Information (Giinzel-Apel et al. 1994).

Aus der vorliegenden Literatur wird ersichtlich, dass ein direkter Zusammenhang
von Korpergewicht mit einzelnen Spermaparametern sowie der Hodengrofe be-
steht. Dennoch wird deutlich, dass die Einteilung anhand der Korpergrof3e des Rii-
den uneinheitlich durchgefiihrt wurde und die Einteilung fiir kleine, mittelgrof3e und
grofle Hunde unterschiedlichen Definitionen unterliegt. Dies erschwert die prakti-

sche Anwendung genannter Richt- bzw. Referenzwerttabellen fiir den Tierarzt.



IV. Diskussion 42

Subjektiv scheint das Vorkommen kleiner Hunde, respektive leichtgewichtiger
Rassen in den letzten Jahren gestiegen zu sein. In einer Studie von Teng et al. (2016)
konnte gezeigt werden, dass die Popularitit kleiner Hunderassen in Australien iiber
die Zeit deutlich zugenommen hat. Vergleichbare Studien sind fiir die deutsche
Hundepopulation in der zuginglichen Literatur bis dato nicht zu finden. Riiden klei-
ner Rassen werden ebenfalls fiir andrologische Untersuchungen in der Tierklinik
oder beim Haustierarzt vorgestellt. In der zugéinglichen Literatur scheinen die An-
gaben flir Spermaparameter und Hodendimensionen fiir kleine Hunderassen unter-
reprasentiert. Eine weitere Unterteilung der Gewichtsgruppe von Riiden unter 10
kg Korpergewicht ist bisher nicht erfolgt. Entsprechend der Datenlage war das Ziel
der vorliegenden Arbeit herauszufinden ob eine Unterteilung von Riiden < 10 kg
Korpergewicht fiir die Beurteilung von Ejakulatqualitdt sowie Hodendimensionen
ausreichend ist, oder ob eine weitere Unterteilung der Referenzwerte fiir Riiden
< 5,0 kg Korpergewicht erforderlich ist. Hierzu wurden Ejakulatparameter sowie
Hodendimensionen von Riiden < 5,0 kg und Riiden zwischen 5,1 und 10,0 kg Ko&r-

pergewicht miteinander verglichen.

Die Voraussetzung fiir die Teilnahme an der vorliegenden Studie war ein maxima-
les Korpergewicht von 10,0 kg. Die teilnehmenden Riiden hatten innerhalb der letz-
ten 12 Monate vor Untersuchungsbeginn mindestens einmal erfolgreich gedeckt
und mindestens einen Wurf hervorgebracht. Uber dieses Einschlusskriterium wurde
der Begriff ,.fertil” definiert. Alle Riiden litten zum Zeitpunkt der Untersuchungen
vorberichtlich nicht an einer systemischen Erkrankung, waren klinisch gesund und
standen nicht unter dem Einfluss von Medikamenten. Die Studie von Giinzel-Apel
et al. (1994) gibt zwar an, dass die in die Statistik erfassten Riiden vorberichtlich
fertil waren, dies wird jedoch nicht genauer definiert. Aufgrund der zum Teil stark
schwankenden Parameter innerhalb einer Gewichtsgruppe gehen die Autorinnen
davon aus, dass sich unter den Riiden auch sub- und infertile Riiden befanden. Ahn-
lich verhielt es sich in der Studie von Goericke-Pesch et al. (2013). Fertilitit war in
dieser Studie kein Einschlusskriterium, weshalb davon ausgegangen wird, dass sich
unter den untersuchten Riiden ebenfalls sub- und infertile Riiden befanden. Im Ge-
gensatz zu den genannten Studien sollte durch die genau definierten Einschlusskri-
terien in der vorliegenden Studie das Vorliegen physiologischer Ejakulatparameter
sowie Hodendimensionen gewihrleistet und eine Verfdlschung der ermittelten

Werte durch sub- und infertile Riiden verhindert werden.
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Die Ergebnisse der Spermauntersuchung der vorliegenden Studie wurden zunéchst
mit Werten fiir Riiden unter 10 kg Korpergewicht aus der Literatur verglichen
(Giinzel-Apel et al. 1994, Goericke-Pesch und Failing 2013). Da es in der vorlie-
genden Arbeit aufgrund der zum Teil sehr geringen Ejakulatvolumina (geringstes
Ejakulatvolumen bei 0,3 ml) nicht moglich war die drei Ejakulatfraktionen zu dif-
ferenzieren, wie es normalerweise im Rahmen einer Spermauntersuchung durchge-
fihrt wird konnte nur die Gesamtspermienzahl, nicht jedoch die
Spermienkonzentration verglichen werden. Fiir die Gesamtspermienzahl von Rii-
den < 10 kg Korpergewicht ermittelten Giinzel-Apel et al. (1994) einen Medianwert
von 464 x 10° und Goericke-Pesch und Failing (2013) einen Wert von 344 x 106,
Die Gesamtspermienzahl fiir Riiden < 10,0 kg Korpergewicht der vorliegenden Stu-
die war mit einem Medianwert von 155 x 10° deutlich niedriger als in den Studien
von Giinzel-Apel et al. (1994) und Goericke-Pesch und Failing (2013). Der Unter-
schied resultiert moglicherweise daraus, dass in den Vergleichsstudien Angaben zu
Rassen und Gewichtsverteilung innerhalb der Gruppe < 10 kg Korpergewicht feh-
len. Das durchschnittliche Korpergewicht der vorliegenden Studie war vermutlich
niedriger als das der Vergleichsstudien, da 21 Hunde ein Korpergewicht < 5,0 kg
aufwiesen. Die Ergebnisse fiir Morphologie und Motilitit zeigten keine deutlichen
Unterschiede zwischen den Studien. Diese Parameter verhalten sich unabhingig
vom Korpergewicht (Giinzel-Apel et al. 1994, Rijsselaere et al. 2007, Goericke-
Pesch und Failing 2013, Tesi et al. 2018). Dies konnte auch in der vorliegenden
Studie bestdtigt werden. Die Korrelationsanalyse ergab keinen Zusammenhang
zwischen Korpergewicht und Motilitétsparameter sowie dem Anteil morphologisch
verdnderter Spermien. Aufgrund verschiedener Untersuchungsmethoden ist der
Vergleich der vorliegenden Studie mit anderen Studien die Parameter fiir Riiden

unter 10 kg Kdrpergewicht angeben nur eingeschrankt aussagekréftig.

Die Untersuchungsergebnisse der Ejakulat- sowie Hodenuntersuchung der vorlie-
genden Studien wurden in zwei Gewichtsgruppen von Riiden < 5,0 kg und von 5,1
bis 10,0 kg Korpergewicht unterteilt und miteinander verglichen. Es konnten signi-
fikante Unterschiede fiir das Ejakulatvolumen und die Gesamtspermienzahl ermit-
telt werden. Das Ejakulatvolumen wird hauptséchlich von der dritten Fraktion, dem
Prostatasekret, bestimmt. Die Menge dieser Fraktion wurde in der vorliegenden
Studie nicht vollstidndig bestimmt, da die Sammlung dieser Fraktion nach dem Ein-

schachten des Penis beendet wurde. Die Abgabedauer und -menge dieser Fraktion
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unterliegt individuellen Schwankungen (Bartlett 1962, Johnston et al. 2001a). Die
GrofBe der Prostata wird wiederum durch die Korpergro3e bzw. das Korpergewicht
eines Riiden bestimmt (O'Shea 1962, Ruel et al. 1998, Atalan et al. 1999). Die Pros-
tatagrofle wurde in der vorliegenden Studie nicht ermittelt, weshalb keine Aussagen
iiber den Zusammenhang von Prostatagrof3e und Ejakulatvolumen getroffen werden
konnen. Ein Unterschied des Ejakulatvolumens zwischen den beiden Gewichts-
gruppen war entsprechend der Literatur dennoch zu erwarten. Auch die Ge-
samtspermienzahl in der vorliegenden Studie unterschied sich zwischen den beiden
Gewichtsgruppen signifikant. Die Gesamtspermienzahl ist ebenfalls abhingig von
der KorpergroBe bzw. von der Hodengrof3e eines Riiden (Amann 1986). Die Kor-
relationsanalyse der ermittelten Spermaparameter der vorliegenden Studie mit dem
Korpergewicht stimmt mit den Erkenntnissen von Amann (1986) iiberein. Es konn-
ten positive Korrelationen fiir Korpergewicht, Ejakulatvolumen, Gesamtspermien-
zahl und Hodenvolumen ermittelt werden. Die Abhédngigkeit von Ejakulatvolumen
und Gesamtspermienzahl vom Korpergewicht des Riiden in der vorliegenden Stu-
die, stimmen mit den Ergebnissen von Giinzel-Apel et al. (1994), Tesi et al. (2018),
Rijsselaere et al. (2007), Goericke-Pesch und Failing (2013) iiberein. Erstmals wer-
den durch die vorliegende Studie Riiden < 5,0 kg Korpergewicht beriicksichtigt. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Erweiterung der Ejakulatparameter um eine Ge-

wichtsgruppe fiir Riiden < 5,0 kg Korpergewicht erforderlich ist.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es Werte fiir Hodendimensionen von
Riiden < 10,0 kg Korpergewicht zu ermitteln und die Werte Riiden < 5,0 kg und
von 5,1 bis 10,0 kg Korpergewicht miteinander zu vergleichen. Hierzu wurde eine
sonografische Untersuchung der Hoden durchgefiihrt. Der Ultraschall dient gleich-
zeitig der strukturellen Beurteilung des Hodengewebes (Pugh et al. 1990). In einer
Studie von Moxon et al. konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Echogenitit
der Hoden im Ultraschall der Anteil morphologisch verdnderter Spermien im Eja-
kulat stieg (Moxon et al. 2015). Die Riiden, die in der vorliegenden Studie inkludi-
ert wurden, wiesen eine normale palpatorische und sonografische Hodentextur auf.
Dementsprechend kann eine Beeinflussung der Ejakulatparameter durch testikulire
Verdnderungen weitestgehend ausgeschlossen werden. Die Messergebnisse von
Hohe, Lénge und Breite der Hoden wurde zur Berechnung der Hodenvolumina
(Hvor) mithilfe der Formel Hyvor =L * H * B * 0,71 verwendet (Paltiel et al. 2002,

Sakamoto et al. 2007). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die
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sonografische Ermittlung von Hodendimensionen prizisere Ergebnisse liefert als
die Verwendung von klassischen Messmethoden, wie der Verwendung einer
Schieblehre oder der Orchidometrie (Behre et al. 1989, Fuse et al. 1990, Paltiel
et al. 2002, Sakamoto et al. 2007). In der vorliegenden Studie wurde aufgrund der
Angaben in der Literatur nur mittels Ultraschallverfahren eine Vermessung durch-
gefiihrt und kein Vergleich verschiedener Messmethoden fiir Hodendimensionen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der HodenmalRle in der vorliegenden Studie zeigten
deutliche Unterschiede zwischen beiden Gewichtsgruppen. Dies erklédrt den Unter-
schied in der Gesamtspermienzahl, da diese mit dem Hodenvolumen korreliert. Die
Korrelation von HodengroBe und Gesamtspermienzahl wurde bereits durch Giin-
zel-Apel et al. (1994) aufgezeigt, sie unterteilten die Hodenmale Lénge und Breite
fiir fiinf unterschiedliche Gewichtsgruppen. Erstmals werden mit der vorliegenden
Studie Angaben fiir Hodenmaf3e von Riiden < 5,0 kg Kdrpergewicht gegeben, ne-
ben der Lénge und Breite wurde zusétzlich die Hohe und das Hodenvolumen be-
stimmt. In der zugédnglichen Literatur sind keine Studien zu finden, die Hodenvo-

lumina fiir unterschiedliche Gewichtsgruppen von Riiden angeben.

Aus den Untersuchungsergebnissen wurde ein Referenzbereich fiir das Ejakulatvo-
lumen sowie Gesamtspermienzahl und Hodendimensionen fiir Riiden < 10,0 kg
Korpergewicht erstellt. Aufgrund der signifikanten Unterschiede der Gesamtsper-
mienzahl, des Ejakulatvolumens sowie der Hodenmalle zwischen Riiden < 5,0 kg
und 5,1 bis 10,0 kg Korpergewicht erschien eine weitere Unterteilung der Referenz-
werte um eine Gewichtsgruppe von Riiden < 5,0 kg sinnvoll, ebenso wie es in der
Studie von Giinzel-Apel et al. (1994) (z.B <10 kg 11 - 20 kg, 20 — 40 kg Korper-
gewicht etc.) bereits erfolgte. Ergebnisse fiir Ejakulatvolumen, Gesamtspermien-
zahl und Hodendimensionen der vorliegenden Studie werden entsprechend getrennt
fiir Riiden < 5,0 kg und 5,1 bis 10,0 kg Korpergewicht dargestellt. Parameter, die
sich nicht signifikant unterschieden wurden fiir beide Gruppen gemeinsam darge-
stellt. Ein zweiseitiger Referenzbereich erschien fiir die meisten Parameter nicht
sinnvoll, da héhere Werte fiir Ejakulatvolumen, Gesamtspermienzahl, Spermien-
konzentration, Gesamtmotilitdt, Vorwértsmotilitit sowie Anteil schnell motiler
Spermien sich nicht nachtriaglich auf die Spermienqualitét bzw. Befruchtungsfahig-
keit auswirken (WHO 2010). Daher wurde fiir diese Parameter eine untere Refe-

renzgrenze festgelegt. Fiir die Parameter Anteil morphologisch verdnderter Sper-
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mien, Anteil toter Spermien, langsam und lokal-motiler sowie unbeweglicher Sper-
mien wurde eine obere Referenzgrenze festgelegt, da hohere Werte fiir diese Para-
meter nachteilige Effekte auf die Spermienqualitét respektive Befruchtungsfahig-
keit haben konnen. Die Obergrenze fiir morphologisch verdnderte Spermien er-
schien mit 52,5 % sehr hoch, normalerweise sollte sie einen Wert von 40% nicht
iiberschreiten (Oettle 1993). Mithilfe des Tests flir Ausreiler nach Tukey konnten
zwel Hunde als Ausreifler fiir morphologisch verdnderte Spermien ermittelt wer-
den. Der obere Grenzwert fiir morphologisch veridnderte Spermien lag nach Aus-
schluss der beiden Riiden bei 39,3 % (n = 39), dieser Wert erschien realistischer, da
der Medianwert fiir morphologisch veridnderte Spermien in beiden Gewichtsgrup-
pen unter 20 % lag. Die beiden ausgeschlossenen Hunde waren die dltesten Stu-
dienteilnehmer (11,6 Jahre; 6,7 Jahre). Ein erhohter Anteil morphologisch veridn-
derter Spermien mit zunehmendem Alter wurde bereits durch Rijsselaere et al.
(2007) und Tesi et al. (2018) beobachtet. Fiir die Hodenmalle sowie das Hodenvo-
lumen wurde ein klassisches zweiseitiges Referenzintervall ermittelt, da sowohl
eine Verkleinerung als auch eine Vergroferung der Hoden Hinweise auf ein patho-

logisches Geschehen geben konnen (Johnston et al. 2001b).

Die vorliegende Arbeit liefert erstmals Werte fiir Ejakulatparameter und Hodendi-
mensionen von Riiden < 5,0 kg Korpergewicht. Diese konnen fortan von Tierdrzten
verwendet werden, um eine Spermaprobe sowie die HodengroBe von Riiden

< 5,0 kg Korpergewicht addquat beurteilen zu konnen.

Fiir eine kiinstliche Sameniibertragung wird die zweimalige Applikation von 150
bis 200 x 10° vorwirtsbeweglichen Spermien empfohlen (Linde-Forsberg 1991,
Hollinshead und Hanlon 2017). Die Gesamtspermienzahl der Riiden < 5,0 kg Kor-
pergewicht in der vorliegenden Studie lag mit einem Medianwert von 110,7 x 10°
deutlich unter diesem Empfehlungswert. Aufgrund der niedrigeren Gesamtsper-
mienzahl kleiner Riiden sowie dem Verlust bzw. Absterben von Spermien wéhrend
eines Konservierungsprozesses sind dementsprechend fiir kleine Riiden zum Teil
mehrere Spermagewinnungen erforderlich, um die empfohlene Besamungsdosis zu
erreichen. Dies ist fiir die Besitzer mit einem hoheren zeitlichen und finanziellen
Aufwand verbunden und bedeutet fiir die Riiden vermehrten Stress. Wilson besamte
in ihrer Studie sieben Hiindinnen mit einer Besamungsdosis von 30 bis 35 x 10°
Spermien und konnte trotz der geringen Dosis eine Tréachtigkeitsrate von 85 % er-

zielen (Wilson 1993). Entsprechend der Ergebnisse von Wilson (1993) ist davon
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auszugehen, dass auch geringere Besamungsdosen fiir kleine Hunderassen ausrei-
chen konnten, um eine Tréachtigkeit herbeizufiihren. Dennoch muss beriicksichtigt
werden, dass Studien hohere Trichtigkeitsraten und Wurfgrofen fiir Besamungs-
dosen > 150 x 10%aufgetaute Spermien zeigen, dies sollte mit den Besitzern bespro-
chen werden (Hollinshead und Hanlon 2017, Mason 2017). Folgestudien sind er-
forderlich, um zu {iberpriifen, ob geringere, respektive dem Korpergewicht ange-
passte Besamungsdosen im Rahmen einer kiinstlichen Spermaiibertragung ausrei-

chen, um eine Trichtigkeit mit zufriedenstellenden WurfgroBen herbeizufiihren.

Aus humanmedizinischen und tiermedizinischen Studien ist bekannt, dass das Alter
Einfluss auf Spermaparameter und dementsprechend auf die Befruchtungsfahigkeit
eines Individuums nehmen kann. Auch fiir Riiden gibt es Hinweise darauf, dass sich
das Alter negativ auf die Spermaqualitit auswirkt. Da in den Studien von Tesi et al.
(2018), Rijsselaere et al. (2007) und Brito et al. (2018) Zusammenhinge zwischen
dem Alter und Verdnderungen der Spermaparameter festgestellt werden konnten,
sollten auch in der vorliegenden Studie potentielle Zusammenhénge untersucht
werden. Hierzu wurde eine Korrelationsanalyse fiir das Alter und die ermittelten
Spermaparameter durchgefiihrt. Im Gegensatz zu anderen Studien, die einen erhdh-
ten Anteil morphologisch verdanderter Spermien mit zunehmendem Alter feststellen
konnten, konnte in der vorliegenden Studie kein Zusammenhang zwischen morpho-
logisch verdnderten Spermien und dem Alter ermittelt werden (Rijsselaere et al.
2007, Tesi et al. 2018). Da das durchschnittliche Alter der Riiden der vorliegenden
Studie unter 4 Jahren lag, sind die Ergebnisse bezogen auf das Alter nicht représen-
tativ. Einzig die beiden dltesten Riiden der Studie (11,6 und 6,7 Jahre) zeigten mit
57 % und 53,8 % einen erhohten Anteil morphologisch veranderter Spermien, da-
von waren je 33 % und 43,3 % Spermien mit einem proximalem Zytoplasmatrop-
fen. Diese Beobachtung stimmt mit Untersuchungen von Tesi et al. (2018), Goeri-
cke-Pesch und Failing (2013) sowie Brito et al. (2018) iiberein, welche in ihren
Studien einen erhdhten Anteil proximaler Zytoplasmatropfen bei dlteren Riiden
feststellen konnten. Proximale Zytoplasmatropfen stehen im Verdacht, die Befruch-
tungsfahigkeit der Spermien einzuschrianken (Pena et al. 2007). Die Korrelations-
analyse fiir Spermaparameter und Alter ergab eine positive Korrelation fiir Alter
und Ejakulatvolumen. Das Ejakulatvolumen wird hauptséchlich iiber den Anteil der
dritten Fraktion bestimmt. Da die Fraktionen in der vorliegenden Studie aufgrund

geringer Ejakulatvolumina nicht differenziert werden konnte, kann hieriiber keine
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Aussage getroffen werden. Die Grof3e der Prostata ist abhéngig vom Kdrpergewicht
sowie vom Alter eines Riiden. Die benigne Prostatahyperplasie ist ein bekanntes
Problem alternder Riiden. Dementsprechend resultiert die Korrelation von Alter
und Ejakulatvolumen in der vorliegenden Studie vermutlich aus der gutartigen Gro-
Benzunahme der Prostata mit zunehmendem Alter (Wheaton et al. 1979, Ruel et al.

1998, Atalan et al. 1999).

Grundsatzlich bestdtigt die vorliegende Arbeit die Ergebnisse vorheriger Studien,
die Spermaparameter und Hodendimensionen in Bezug auf das Korpergewicht be-
trachten. Erstmalig werden mit dieser Studie Referenzwerte fiir Ejakulatparameter
und Hodendimensionen fiir Riiden < 5,0 kg Korpergewicht prasentiert. Aufgrund
der niedrigeren Gesamtspermienzahl kleiner bzw. leichtgewichtiger Riiden ist zu
iiberlegen, ob Besamungsdosen in Zukunft ebenfalls dem Korpergewicht eines

Hundes angepasst werden konnen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die spermatologische Untersuchung ist ein elementarer Bestandteil jeder androlo-
gischen Untersuchung. Die Indikationen fiir eine Spermauntersuchung eines Riiden
sind vielfiltig. Neben der Uberpriifung der Zuchttauglichkeit des Riiden dient sie
der Diagnosestellung fiir sub- und infertile Riiden, sowie der Uberpriifung der
Tauglichkeit einer Ejakulatprobe fiir eine kiinstliche Ubertragung oder einen Kon-
servierungsprozess. Zur Untersuchung einer Ejakulatprobe werden Referenzwerte

als Bezugsparameter benotigt.

Das Spektrum an Referenzwerten fiir Riidenejakulate ist grof3, hierbei wird nach
verschiedenen Kriterien kategorisiert. Da in mehreren Studien ein direkter Zusam-
menhang von Ejakulatparametern und dem Kdorpergewicht von Riiden hergestellt
werden konnte, erscheint die Einteilung der Parameter nach Korpergrof3e bzw. Kor-
pergewicht sinnvoll. Géngige Referenzwerttabellen enden hierbei bei einem Kor-
pergewicht von 10 kg. Eine weitere Unterteilung dieser Gewichtsgruppe gibt es bis-
her nicht. Entsprechend dem Mangel an Daten fiir Riiden von weniger als 10 kg
Korpergewicht war das Ziel dieser Studie diese Gewichtsgruppe genauer zu unter-
suchen. Ein Vergleich von Riiden < 5,0 kg mit Riiden von 5,1 bis 10,0 kg Korper-
gewicht sollte zeigen, ob die Erweiterung der bisherigen Referenzwerte um eine
Gewichtsgruppe fiir Riiden < 5,0 kg sich als sinnvoll erweisen wiirde. Da die Da-
tenlage fiir Hodendimensionen kleiner Riiden < 10 kg Kdrpergewicht ebenfalls we-
nige Informationen bereitstellt, wurden die Untersuchungen um eine sonografische

Vermessung der Hoden erweitert.

Im Rahmen dieser Studie wurden 41 fertile Riiden mit einem Korpergewicht <
10,0 kg klinisch und andrologisch untersucht und je zwei Ejakulate, im zeitlichen
Abstand von mindestens einer Woche, auf qualitative und quantitative Parameter
untersucht. Die Riiden wurden anschlie8end in zwei Gewichtsgruppen von < 5,0 kg
und 5,1 bis 10,0 kg Korpergewicht unterteilt und die Untersuchungsparameter mit-

einander verglichen.

Das mediane Ejakulatvolumen fiir Riiden von 5,1 kg — 10,0 kg Korpergewicht be-
trug 2,2 ml, mit einer medianen Gesamtspermienzahl von 215,1 x 10°. Das mediane
Ejakulatvolumen von Riiden < 5,0 kg Korpergewicht betrug 1,2 ml mit einer me-

dianen Gesamtspermienzahl von 110,7 x 10°. Damit zeigten Riiden von 5,1 kg —
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10,0 kg Korpergewicht nahezu doppelt so hohe Werte fiir das Ejakulatvolumen und
die Gesamtspermienzahl. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Ge-
wichtsgruppen ergaben sich ebenso fiir Lange, Hohe, Breite der Hoden sowie das
Hodenvolumen. Die Korrelationsanalyse ergab eine positive Korrelation von Kor-
pergewicht und HodengrdéBe sowie dem Hodenvolumen und der Gesamtspermien-
zahl. Die Spermienkonzentration, die Motilitdtsparameter, der Anteil toter Sper-
mien sowie die Spermienmorphologie verhielten sich gewichtsunabhingig. Die sta-
tistische Analyse zeigte signifikante Unterschiede fiir das Ejakulatvolumen, die Ge-
samtspermienzahl und die Hodendimensionen zwischen den beiden Gewichtsgrup-
pen. Die Spermienkonzentration, die Motilitdtsparameter, der Anteil toter Spermien

sowie die Spermienmorphologie verhielten sich gewichtsunabhéngig.

Auf Basis dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Erweiterung bisheri-
ger Referenzwerte fiir Ejakulatparameter und Hodendimensionen von Riiden um
eine weitere Gewichtsgruppe fiir Riiden < 5,0 kg Korpergewicht notwendig ist. Die
in der vorliegenden Studie ermittelten Werte konnen fortan als Bezugsparameter
von Tierdrzten im Rahmen einer anrdologischen Untersuchung von Riiden < 5,0 kg

Korpergewicht angewendet werden.

Ein signifikanter Zusammenhang von Alter und spermatologischen Parameter

konnte im Rahmen dieser Studie nicht festgestellt werden.
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V. SUMMARY

Semen analysis is an important part of andrological and breeding soundness exam-
inations in dogs and allows for the evaluation of sub- and infertility and sperm suit-
ability for artificial insemination or cryopreservation purposes. Reference values
are required to verify whether the ejaculate sample of a dog shows physiological

parameters.

A variety of reference values for semen parameters exists for dogs. Parameters are
categorized according to various criteria. Since several studies showed a direct cor-
relation between ejaculate parameters and the bodyweight of dogs, the classification
of the parameters according to body size or bodyweight appears logical. Common
reference values often end with a bodyweight of < 10 kg. A further subdivision of
this weight group has not been performed yet. The aim of this study was to analyze
semen of dogs with a bodyweight < 10,0 kg to determine potential differences in
standard quantitative and qualitative parameters within this group. The comparison
between dogs <5,0 kg bodyweight and dogs with a bodyweight between
5,1 to 10,0 kg should reveal whether the addition of a further weight group is justi-
fiable. Since the data available for testicular dimensions of dogs under 10 kg also
provide little information, we extended our investigations by sonographic measure-

ments of the testes.

Forty-one fertile stud dogs below 10,0 kg bodyweight underwent a general and an-
drological examination. Two ejaculates each were collected and analyzed for qual-
itative and quantitative parameters. Dogs were then divided into two weight groups

of <5,0 kg and 5,1 to 10,0 kg bodyweight and parameters were compared.

The median ejaculate volume for dogs of 5.1 kg - 10.0 kg bodyweight was 2.2 ml,
with a median total sperm count of 215.1 x 10°. The median ejaculate volume for
dogs < 5.0 kg bodyweight was 1.2 ml, with a median total sperm count of 110.7 x
10, Thus, dogs of 5.1 kg - 10.0 kg bodyweight showed almost twice as much ejac-
ulate volume and total sperm count. Significant differences between the two weight
groups were also found for length, height, width of the testes as well as with testic-
ular volume. The correlation analysis showed a positive correlation between body-
weight and testicular size and testicular volume with total sperm count. The sperm

concentration, the motility parameters, the amount of dead sperm as well as the
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sperm morphology were weight independent.

Based on these results it could be demonstrared that the extension of previous ref-
erence values for ejaculate parameters and testicular dimensions of dogs by another
weightgroup for dogs < 5.0 kg bodyweight is necessary. The values determined in
the present study can from now on be used as reference parameters by veterinarians

in the context of an anrdological examination of dogs < 5.0 kg bodyweight.

A significant relationship between age and semen parameters could not be found in

this study.
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