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|. EINLEITUNG

Ferkel werden in den ersten Lebenstagen gleich mehpetenziellschmerzhaften
Eingriffen ausgesetzt. Neben dem Einziehen der Ohrmarkenamniupieren der
Ringelschwénze, wird die tberwiegende Anzahl der ménnlichen Ferkel auch einer
chirurgischen Kastration unterzogen. Europaweit werden jahrlich tber 100 Mio.
mannliche Ferkelzur Vermeidung des als unangenehm wahrgenommenen
Ebergeruchkastriert(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004)ange

Zeit wurde dieser Eingriff ohne Betdubung durchgefuhrt, da die Ansicht
vorherrschte, dass sehr junge Tiere weniger schmerzempfindlich waren. Auch wenn
die Schmerzanzeichen bei jungen Tieren teilweise nur subtil gezeigt werden, ist die
Schmerzhaftigeit der Ferkelkastration mittlerweile zweifelsfrei bel@gfY et al.,

2003; LEIDIG et al., 2009Die betaubungslose Kastration ist in Deutschland seit
01.01.2021 verboten. Alternativen, die ohne eine chirurgische Kastration
auskommen, wie die Ebermast oder die Immunokastration konnten sich auf dem
deutschen Markt bisher nicht durchsetzen. Stattdegseten bei der chirurgischen
Kastration Inhalations und Injektionsnarkosen verwend@BLE, 2020). Zur
Lokalanasthesie, die in einigen Landern bereits langjahrig bei der Ferkelkastration
eingesetzt wird, existieren divergierende Studienergebnisse zur Effektivitat der
Schmerzausschaltung. Die Schmerzbelastung objektiv zu quantifizieren, um auch
die Effektivitdt von Betdubungsmethoden zu evaluieren, stellt jedoch immer noch
eine Herausforderung dar. Fur Ferkel existiert derzeit noch kein Goldstandard um
Schmerzen objektiv einzuschatz€HEIL und POLKINGHORNE, 2020)Ein
multimodaler Ansatz ist dahessinnvoll, um Unscharfen zu vermeiden
(BAYSINGER et al., 2021) Methoden die zur Schmerzevaluation eingesetzt
werden sind beispielsweise die Messung physiologischer ParameBerGprtisol,
Blutdruck, Herz/Atemfrequenz), die Analyse der Vokalisationen, das Scoring von
Abwehrbewegungen und die Verhaltensbeobachtung anhand eines Ethogramms
(SHEIL und POLKINGHORNE, 2020)

In der vorliegenden Arbeit wurde das Schmerzverhalten von Ferkeln unter
Lokalan&sthesie vor und nach Injektion und Kastration mit dem Verhalten von
betdubungslos kastrierten und scheinkastrierten Ferkeln verglichen. Dabei wurden

auch unterschiedliche Lokalasthetika und Injektionsmethoden beurteilt.
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[l. LITERATURUBERSICHT

1. Kastration mannlicher Schweine

Der Eingriff wird beim unter einer Woche alten Saugferkel durchgeftihrt, da in
diesem Alter die Wundheilung sehr rasch fortschreitet und das Risiko fir
Wundinfektionen am geringsten ist. Auch erleichtert die geringe GréRe der Ferkel
die sichere Fixatiorzudem ist die Kastration im Tierschutzgesetz nur im Alter von
bis zu sieben Tagen erlay@ERSCHG, 202Q)Vor der Kastration muss darauf
geachtet werden, dass kein Kryptorchismus deé@ne Hernien in das Skrotum
vorliegen, da diese Komplikationen eine andere operative Aufarbeitung bendétigen.
Die Fixation kann in speziellen Einrichtungen (Kastrationsbock) stattfinden, das
Ferkel kann aber auch zwischen die Beine des Kastrierenden geklensethwer
oder an den Hinterbeinen gehalten werden. Ziel der Fixation ist es, die Flucht und
Abwehrbewegungen zu minimieren und ein moglichst rasches Arbeiten zu
ermoglichen. Mittels ein bis zwei Hautschnitten am Skrotum werden die Hoden aus
dem umliegenden Gewe extrahiert und mit einem Skalpell oder Emaskulator
abgesetzt. Um das Risiko einer Wundinfektion zu senken, kann das Skrotum vor
dem Eingriff gereinigt und desinfiziert werden und nach der Kastration ein
Antiseptikum aufgetragen werd@ALONAIT und BICKHARDT, 2004)

1.1. Indikation

Die wichtigste Indikation fur die Kastration ménnlicher Eber in Deutschland ist der
sogenannte Ebergeruch; d.h. der von Teilen der Bevdlkerung als unangenehm
empfundene Geruch, den das Fleisch geschlechtsreifer Eber bei der Erhitzung
entfalten kann (MALMFORS und LUNDSTROM, 1983) Der Anteil der
unkastrierten Eber, die bei Schlachtung geruchlich und geschmacklich
abweichendes Fleisch aufweisen schwankt stark, da der Ebergeruch
multifaktoriellen Einfllissen unterliegt. In der Literatur finden sich hierzu Angaben
von 510% betroffenen TierefALUWE et al., 2015; BACKUS et al., 2016Die
unangenehme Sensorik wird vor allem durch die zwei Hauptkomponenten
Androstenon und Skatol verursacfPATTERSON, 1968; VOLD, 1969;
WALSTRA und MAARSE, 197Q) Androstenon ist ein spezifisches
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Geschlechtshormon, das bei Ebern mit Eintritt der Geschlechtsreife von den Leydig
Zellen im Hoden gebildet wir(BUSCH und HOLZMANN, 2001)Skatol ist ein
Abbauprodukt der Aminoséaure Tryptophan und wird von Schweinen im Dickdarm
gebildet(KAMPHUES et al., 2014)Das Androstenon bewirkt auRerdem einen
reduzierten Abbau von Skatol, weswegen die Skatolkonzentrationen im Fettgewebe

von Ebern hoher sind als bei Kastraten und Sauen.

Beide Stoffe werden aufgrund ihrer lipophilen Eigerfiein im Fettgewebe
eingelagert und verursachen bei Erhitzung des Fleisches einen hzmin
fakalartigen GerucfBABOL et al., 1995)

Nicht alle Verbraucherinnen und Verbraucher sind in der Ldge Ebergeruch
wahrzunehmen. Die Empfindlichkeit auf die beiden Geruchsstoffe unterscheidet
sich regional sowie altersind geschlechtsabhangig bei Menschen sehr stark. Nur
circa 2030% der Personen nehmen den Ebergeruch als unangenehm war
(PREINERSTORFER et al., 201®Auch weitere Indole kénnen an der Entstehung
des Ebergeruchs beteiligt sein, diese spielen aber scheinbar keine gréRere Rolle
(ZAMARATSKAIA und SQUIRES, 2009)

Uber eine gezielte Fitterung ist eine Verminderung av. beziglich des
Skatolgehalts erreichbar. Wichtige Faktoren hierbei sind die pracaecale
Verdaulichkeit des Futterproteins und der Rohfasergehalt des HWEBISOLY

und WEILER, 2012)Futterzuséatze wi€hicoréeoder rohe Kartoffelstarke kdnnen
durch ihren Einfluss auf die mikrobiotische Zusammensetzung im Darm die
Bildung von Skatol reduzierdBEE et al., 2020)

Auch gibt es die Moglichkeitiber gezielte genetische Auswahl das Vorkommen
von Ebergeruch zu beeinflussd@AMARATSKAIA und SQUIRES, 2009;
KOJIMA und DEGAWA, 2013)

1.2. Rechtsgrundlage in Deutschland

Gemall 8 5 Absatz 1 Tierschutzges#tERSCHG, 2020)arf an einem Wirbeltier
ohne Betdubung ein mit Schmerzen verbundener Eingriff nicht vorgenommen
werden. Unter einer Betaubung wird laut 84 Tierschutzgesetz, die wirksame
Schmerzausschaltung verstandeire Betdubung warmblitiger Wirbeltiere sowie

von Amphibien und Reptilien ist von einem Tierarzt vorzunehmen. Dies gilt nicht,
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soweit die Betaubung ausschliel3lich durch &uRerliche Anwendung eines
Tierarzneimittels erfolgt, das nach arzneimittelrechtlichen Vorschriften zugelassen
ist, um eine ortliche Schmerzausschaltung zu erreichen, und nach dem Stand von
Wissenschaft und Techndum Zweck der Durchfihrung des jeweiligen Eingriffs
geeignet ist. Dies gilt ferner nicht fur einen Eingriff im Sinne des § 6 Absatz 1 Satz
2 Nummer 2aTierSchG soweit die Betaubung ohne Beeintrachtigung des
Zustandes der Wahrnehmungsnd Empfindungsféalgkeit, ausgenommen die
Schmerzempfindung, durch ein  Tierarzneimittel erfolgt, das nach
arzneimittelrechtlichen Vorschriften fir die Schmerzausschaltung bei diesem
Eingriff zugelassen ist. Fur die Betaubung mit Betdubungspatronen kann die
zustandige Behordéusnahmen von Satz 2 zulassen, sofern ein berechtigter Grund
nachgewiesen wird. Ist nach den Absétzen 2, 3 und 4 Nr. 1 eine Betdubung nicht
erforderlich, sind alle Mdglichkeiten auszuschépfen, um Schmerzen oder Leiden

der Tiere zu vermindern.

In 8 5 TierSchGist festgelegt dass schmerzhafte Eingriffe bei warmblitigen
Wirbeltieren nicht ohne Betaubung erfolgdirfén Diese Betdubung ist dabei von
einer Tierarztin beziehungsweise von einem Tierarzt durchzufihren. Eine
Ausnahme hiervon kann unter Umstanden die Betdubung bei der Kastration von
unter acht Tage alten Saugferkeln sein. Die Ausnahme vom Amputationsverbot fu

die Ferkelkastration ist i8 6 Absatz 1 Satz 2 Nummer ZeéerSchGfestgehalten

Gemall 8 TierSchGmussdie Kastration von Saugferkeln, die vom normalen
anatomischen Zustand abweichen, von einer Tierarztin oder einem Tierarzt
durchgefuhrt werden. Die Betdubung normalanatomischer und unter sieben Tage
alter Ferkel darf auch durch Personen mit entsprech&ztdnkunde durchgefuhrt

werden.

1.3. Alternativen zur betdubungslosen Kastration

Mit der Anderung des Deutschen Tierschutzgesetwasie die betaubungslose
Kastration von Saugferkeln aem01.01.2021 endgultig verbotéBMEL, 2021)
Seitdem mussen alternative Methoden zur Vermeidung des unbeliebten
Ebergeruchs angewendet werden. Die vorhandenen Méglichkeiten lassen sich in
zwei Gruppen aufteilen: Einerseits Methoden, die ohne eine chirurgische Kastration

auskommeyund anderseits die chirurgische Entfernung der Hoden unter Gabe von
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Schmerzmitteln beziehungsweise NarkosemedikaméRtelT et al., 2017)

1.3.1. Ebermast

Die Jungebermast hat den Vorteil, dass keinerlei chirurgische oder medizinische
Eingriffe vorgenommen werden mussen. Auch aus wirtschaftlicher Sicht ergibt sich
dadurch ein PluspunktiennEber nehmen schneller zu als Kastraten und bilden
dabei bis zduinf Prozenimehr MuskelfleischAul3erdem hat das Fleisch nur einen
geringen Fettanteil. Nachteilig an der Fleischqualitat ist neben dem Ebergeruch, den
funf bis zehn Prozenter Tiere entwickelrauch der héhere Anteil an ungesattigten
Fettsduren, der zu einer weicheren Fettkonsistenz und einer schlechteren
Verarbeitbarkeit und Haltbarkeit des Fleisches f{{RAULY et al., 2009) Des
Weiteren stellt die Jungebermast héhere Anforderungen an Management und
Haltung, da z.B. eine getrennt geschlechtliche Aufstallung der Schweine
erforderlich ist und die Eber ab der Geschlechtsreife ein hoheres
Aggressionspotential besitzéRYDHMER et al., 2006)Werden unkastrierte Eber
zusammengehalten, treten Verletzungen wie durch Aufreiten entstandene
Penisverletzungen haufiger a(WWEILER et al., 2016; REITER et al., 2017;
ZOELS et al., 2020Europaische Landgin denen die Ebermast bereits langfristig
erfolgreich umgesetzt wirdsind beispielsweise GrolRbritannien, Portugal und
Spanien. Hier werden die Tiere mdisiherund mit geringeren Schlachtgewichten
geschlachtet um dem Einsetzen der Geschlechtsreife umdateit verbundenen
Ebergeruch  zuvorzukommen(BONNEAU und WEILER, 2019) Bei
Schlachtgewichten von 11kg waren die Androstenonlevel hdher als bei mit

geringeren Gewichten geschlachteten EYEHEN et al., 2007)

1.3.2. Immunokastration

Durch die Immunisierung mit einei@onadotropirReleasingHormon (GnRH}
analogon werden Antikorper gegen das nattrlich gebildete GnRH erzeugt und mit
der Verminderung des GnRS&piegels auch weniger Androstenon produziert
(BONNEAU und ENRIGHT, 1995; OONK et al., 1998)m eine ausreichende
Immunisierung bis zur Schlachtung aufrechtzuerhakerd zwei Injektionen im
Alter von acht Wochen und vier bis sechs Wochen derSchlachtung ndétig

(OONK et al., 1998)Der Hormonspiegel mannlicher Mastschweine beeinflusst die
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Mastleistung und das Verhalten der Schweine deuf@bAUS und WEILER,
1994) Im Vergleich zu chirurgisch kastrierten Ebern bietet die Mast von
immunokastrierten mannlichen Schweinen wirtschaftliche Vorteile, wie eine
erhohte Futterverwertur((RESS et al., 2019pPer intramuskulare Fettanteil steigt
jedoch im Vergleich zum intakten Eber bei ImmunokastrgdBXDNNEAU und
WEILER, 2019) Das Verhalten der immunokastrierten Schweine &hnelt dem
chirurgisch kastrierter Schweine, und es kommt zu weniger Verletzungen infolge
von Aufreiten oder agonistischem Verhal{@RONIN et al., 2003; BORELL et

al., 2020) Zusammengefasst bietet die Mast von immunokastrierten mannlichen
Schweinen Vorteile hinsichtlich des reduzierten Aggressionspotentials im
Vergleich zu Ebern mit gleichzeitig besserer Fleischqualitat als intakte Eber und
besserer Mastleistung als chirwegh kastrierte SchweifBATOREK et al., 2012)

Der Erfolg der Methode sollte am Schlachthof noch einmal kontrolliert werden, da
es in einzelnen Fallen vorkommen kann, dass Tiere trotz Impfung einen Ebergeruch
entwickeln(BONNEAU und WEILER, 2019)

Sowohl aus wirtschaftlicher als auch aus ethischer Sicht wére die Immunokastration
der chirurgischen Kastration vorzuziehénL. A N DEQTOKAR et al.,, 2017;
KRESS et al., 2019)n Landern wie Brasilien, Australien oder Neuseeland ist die
Methode bereits seit Jahrzehnten etab(SQUIRES et al., 2020)0Obwohl die
Methode keinerlei nachteilge Auswirkungen auf die Fleischqualitat oder
Lebensmittelsicherheit hat, besteleer Industrie grol3e Bedenken beztiglich der
Verbraucherakzeptanz. DieMethode wird durch Konsumentinnen und
Konsumenten laut Umfragen zwar durchaus positiv gesehen, trotzdem wird die
Immunokastration in Deutschland bisher nur selten angeWdAHONACKER

und VERBEKE, 2011)

1.3.3. Spermasexing

Fur Rinder existiert mit der Durchflusszytometrie bereits ein marktreifes Verfahren
zur Selektion von XXSpermien(KURTZ und PETERSEN, 2019Aufgrund der

bei der kinstlichen Befruchtung von Schweinen nétigen hohen Quantitaten an
Spermien ist das Spermasexing bei Schweinen langwieriger und damit
kostenintensiver als bei Rinder(WABERSKI et al., 2019) Verschiedene

Forschungsansatze setzen vermehrt @dénom Editierung m mannliche
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Nachkommen nicht mehr auszusortieren sondern  genetisch die
Fortpflanzungsfahigkeit zu verhindefiURTZ und PETERSEN, 2019)

1.4. Chirurgische Kastration mit Betdubung

1.4.1. Inhalationsnarkose

Die Kastration unter Gasbetdubung ist aktuell fir den Wirkstoff Isofiiisafluran
Baxter vet 1000 mg/gn Deutschland zugelass¢BMEL, 2021)und darf nach
entsprechender Schulung von landwirtschaftlichem Fachpersonal durchgefihrt
werden(FERKBETSACHKY, 2020)

Isofluran isteine halogenisierte Etherverbindundie bei einer Gaskonzentration
von 25 % nach 7690 sec zur Bewusstlosigkeit fUNRICHTER et al., 2016)

Isofluran besitzt eine narkotisierende und auch muskelrelaxierende Wirkung,
jedoch verfligt es nicht tber eine ausreichende analgetische W{lkOSCHER

et al., 2014; RICHTER et al., 201&us diesem Grund ist fur die Kastration die
Kombination mit einem Analgetikumotwendig(LOSCHER et al., 2014)Das
verwendete Analgetikum mussechtzeitig vor Einleitung der Gasnarkose
verabreicht werden, damit zum Zeitpunkt der Kastration die Analgesie Wirkung
zeigt(RICHTER et al., 2016)

Besonders wichtig ist die Passform dsoflurannmasken um den Austritt von
Narkosegas und dessen Schadwirkungen auf die Anwenderin oder den Anwender
und die Umwelt mdglichst gering zu halt@LE, 2020)

Das Gas kann beim Einatmen durch anwendende Personen zu akuten Symptomen
wie Kopfschmerzen oder Mudigkeit fihréBNZ et al., 2013a)Bei chronischer
Exposition kann Isofluran zu Leberschadigungen fihren. Fir schwangere Personen
stellt schon der Aufenthalt im selben Raum eine Gefahrdundgeotabesonderes

Risiko besteht hier auch bei der Betreuung der Ferkel in der Aufwachphase, da von
diesen Isofluran abgeatmet wikBLE, 2020) Auch auf die Atmosphéare bt
Isofluran eineklimaerwarmende Wirkung aUSULBAEK ANDERSEN et al.,

2010)

In der Praxis zeigt sich, dasse ausreichenddarkosetiefe nicht immer erreicht
wird (SCHWENNEN, 2015)
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1.4.2. Injektionsnarkose

Der Wirkstoff Ketamin der eine dissoziative Anasthesidewirkt, und das
SedativumAzepromazinsind bei kombinierter Anwendung durch eine Tierarztin
oder einen Tierarzt in Deutschland zur Ferkelkastration zugeldsSSCHER et

al., 2014) Ketamin besitzt bei ausreichend hoher Konzentration eine analgetische
Wirkung (RICHTER et al.,, 2016)Um auch eine postoperative Analgesie zu
erreichen, sollte zusatzlich, wie bei der Inhalationsnarkose, ein Schmerzmittel
verabreicht werden (BMEL, 2021ie tierarztliche Durchfiihrung des Eingriffs ist

fur den Betrieb mit erhéhten Kosten verbund®tERHAAGH, 2019) Da die
Nachschlafphase bei dieser Methode bisieu Stunderbetragt ist eine intensive
Uberwachungn der Aufwachphaseotwendigum Verluste durch Erdriicken oder
Unterkihlen zu vermeidetJnter Umstandewverpassen die Ferkel hiemehrere
SaugezeiteLAHRMANN, 2006; SCHMIDT et al., 2012; BONNEAU und
WEILER, 2019) Teilweise zeigen Ferkel bei der Injektionsanasthesie mit
Azaperon/Ketamireine ungentugendehirurgische Toleran¢ENZ et al., 2013b;
CAP, 2017) Allerdings zeigten NNISSBAUMER et al (2012 eine bessere
Schmerzausschaltung und zuverlassigeres Erreichen des chirurgischen
Toleranzstadiums bei der zusatzlichen Kombination dieser Wirkstoffe mit
Butorphano(NUSSBAUMER, 2012)

1.4.3. Lokalan&sthesie

In einigen europaischen Landern ist die Ferkelkastration unter ortlicher Betaubung
bereits zugelasseso zum Beispiel in Danemaf(isKADE et al., 2021)In den
lokalen Gesetzgebungen finden sich Unterschiede hinsichtlich des verwendeten
Lokalanasthetikums und der verwendeten Injektionsmethode. Auch darf die
Lokalanasthesie in einigen Landern nach entsprechender Schulung durch die
Landwirtinnen und Landwiet eingesetzt werden, wohingegen die Verwendung der
Lokalanasthesie in anderen Landern nur Tierarzten und Tierdrztinnen gestattet ist
(DE BRIYNE et al., 2016)

Verschiedene Studien erzielten telsderspriichlicheErgebnisse bezuglich der
Schmerzreduktion bei der Kastration unter Lokalanasthesie. Die meisten dieser
Studien untersuchten die Wirkstoffe Procain und Lidocain, vereinzelt wurden

jedoch auch weitere Wirkstoffe, wie Bupivacain oder Tetra(@@TTARDO et
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al., 2016)verwendet

Die Stressreaktion, gemessen an@ertisolKonzentration wurde bei ANKL et

al. (2007) durch die Anwendung von Procain und Lidocain im Vergleich zur
betaubungslosen Kastration nicht signifikant reduZi®&NKL, 2007). In anderen
Studien konnte durch den Einsatz von Lidocain der Anstieg des Cgpisgels
reduziert werdefKLUIVERS-POODT et al., 2013)

In mehreren Untersuchungen wurde die analgetische Wirkung der Lokalanasthesie
mit Procain als nicht ausreichend angesd@€)_S et al., 2006; SCHIELE, 2010)

Auch mit zusatzlicher topischer Anasthedtennten die Vokalisationen bei
Kastration unter Procaimjektion nicht vollstdndig unterdrickt werden
(SCHWENNEN et al., 2020)

Die Abwehrbewegungen bei der Kastration und Schmerzschreie konnten im
Vergleich zur betaubungslosen Kastration \mischiedenen Untersuchungen mit
Procain und Lidocain vermindert werd€ébEIDIG et al., 2009; KLUIVERS
POODT etal., 2013; SKADE et al., 2021; COUTANT et al., 202R¢rdings stellt

auch die Injektion des Lokalanasthetikums eine Belastung der Ferkeladdie
Fixation der Ferkel und die Manipulation der Hoden zu Stress und Schmerzen
fuhren konnefCOUTANT et al., 2022)

2. Schmerz und Schmerzerkennung beim Ferkel

2.1. Physiologische Grundlagen

Als Schmerz wird im Allgemeinenein unangenehmes Sinresoder
Geflhlserlebnis, das mit aktuellen odeotenziellen Gewebeschadigungen

verknUpft ist oder mit diesen zusammenhéangt, definiert (IASP, 1979). Beim Tier

lasst sich Schmerz aubkeschreibea | s Aaver si ve, ,dieedorshor i sche
aktuelle oder potentielle Verletzungen ausgelost wird und die protegktive
motorische oder vegetative Reaktionen auslost, zur erlernten Vermeidung solcher
Reize f ¢hrt und dami t (VQNaBSNGEVLKARDTaund e n mo d
BREVES, 2004)

Schmerz lasstich auf verschiedene Weise unterteil@um einen in somatischen

bzw. Oberflachenschmerz und in viszeralen bzw. Eingeweideschmerz, zum
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anderen aufgrund der Schmerzqualitat in akuten oder chronischen Schmerz.

Nozizeptoren sind freie Nervenendigungen im Gewebe, sie reagieren sowohl auf
exogene (z.B. thermische, Druck) als auch endogene R. Histamin,
Entzindungsmediatoren) Reize. Bei Trauma oder aktivem Entziindungsgeschehen
werden Nozizeptoren durch Gefalidilatation und Gewebspermeabilitatserh6hung
sensibilisie{HERDEGEN et al., 2008)

Schmerzrelevante Nervenfasern lassen siathrei Typenunterteilen(LARSEN,
1999; VON ENGELHARDT und BREVES, 2004)

Diese drei Typen transportieren unterschiedliche Informationen:

a) Typ Adelta: scharfer, schneller Erstschmerz ausgeldst durch thermische oder

mechanische Reize
b) Typ C: dumpfer, langanhaltender chronischer Schmerz

c) Typ A-beta: taktile Reize, B. Kitzeln, Stechen

Schmerzreize thermischer, chemischer oder mechanischer Art werden von den
Nozizeptoren aufgenommen und werden tber doela oder GFasern uUber das
Dorsalganglion an das Ruckenmark weitergeleitet. Dort reagieren die Neuronen im
Dorsalhorn zum einen mitreer Reflexantwort (zB. Zurtickziehen der Gliedmal3e)

und leiten zum anderen die Informationen Gber den Schmerzreiz tber aufsteigende
Nervenfasern an das Gehirn weiter. Dort werden die Informationen in der Medulla,
dem Mittelhirn und dem Thalamus verarkeeéitund weiter zur Grof3hirnrinde
geleitet Hier findet die bewusste Schmerzverarbeitung SREANNKUCHE,

2008)

2.2. Methoden zur Schmerzerkennung beim Saugferkel

Das Schmerzverhalten von Beutetieren ist oft nicht sehr deutlich erkennbar. Dies
dient zum Schutz vor Fressfeinden, die bei auffalligem Schmerzverhalten schneller
auf die vulnerablen Tiere aufmerksam werden wird@@sRNER et al., 2019)
Entgegen der friher verbreiteten Annahme bedeutet dies aber nicht, dass Jungtiere
ein weniger ausgepragtes Schmerzempfinden besitzen. Diese Hypothese hat sich
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mittlerweile als falsch herausgeste(LEE, 2002) Auch wenn nur subtile
Schmerzanzeichen erkennbar sind, ist die Fahigkeit von Neugeborenen zur
Schmerzwahrnehmung bereits vollstandig ausgep(AtAND, 2001) Eine
objektive Schmerzbeurteilung wird jedoch vor allem bei geringen
Tierversuchszahlen erschwert, wenn Schmerzanzeichen nur kurzfristig und
undeutlich ausgepragt gezeigt werdSrIEIL und POLKINGHORNE, 2020)

2.2.1. Physiologische Schmerzparameter

Der Organismus reagiert auf Schmerzreize mit der Aktivierung des sympathischen
Nervensystems sowie der HypothalariisnanhangsNebennierefAchse (HPA

Axis), auBerdem werden korpereigene Opiate freigesetzt. Nach Registrierung des
Schmerzreizes im Hypothalamus wird die Hirnanhangsdriise angeeegtehrt
ACTH zu bilden, und bewirkt damit in der Nebenniere einen Anstieg der Adrenalin
und Cortisol Freisetzung. Im Blut steigen der Cortisolspiegel und die Glucose
sowie Laktatwerte. Das sympathische Nervensysteigert die Herzfrequenz und

den Blutdruck und sorgt fiir eine Reduzierung der Hauttemperatur. Diese
physiologischen Reaktionen kdnnen als Schmerzparameter herangezogen werden,
sie sind jedoch nicht komplett spezifisch fir Schmerz, da auch Stress (z.
Fixierung) und/oder Gewebetrauma @. chirurgischer Eingriff, Blutverlust)
dieselben Veranderungen hervorrufen kon(8HREIL und POLKINGHORNE,
2020)

Nachteilig bei der Erhebung der physiologischen Parameter ist zum einen, dass
meist spezialisierte Gerate dafur erforderlich sin@(Blutdruckmanschette), was
einen Einsatz aul3erhalb einer Laborstudie erschwert. Auciusgein Handling

der Tierenttig,um z.B. Blut- oder Speichelproben zu entnehm@arch den dabei
entstehenden Stress konnen die Ergebnisse verfalscht wWE&EENIER et al.,

2013)

2.2.2. Infrarot Thermografie

Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems bei Schmerz bewirkt im Korper
eine Vasokonstriktion und damit eine Absenkung der Hauttemperatur. Dieser
Temperaturabfall lasst sich auf nighvasive Weise an unterschiedlichen Stellen
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messerfBAYSINGER et al., 2021)Bei Kalbern konnte ein deutlicher Anstieg der
Temperatur der Augen nach Kastration gemessen welbdeoh den Einsatz von
Schmerzmitteln konnte diese Reaktion abgemildert we(@aiEWART et al.,
2010) Bei Ferkeln wurden an Schnauze und Kopf Temperaturunterschiede
zwischen kastrierten urstheinkastriertefieren festgestelBATES et al., 2014)

Auch am Auge von Schweinen konnte ein Temperaturanstieg nach Schmerzreiz
beobachtet werdefsUTHERLAND et al., 2017)In der Studie voBONASTRE

et al.(2016 konnte durch Lokalan&sthesie der Temperaturabfall der Haut nach der

Kastration nicht vermindert werden.

Da die Hauttemperatur auch von anderen physiologischen Parametern, wie
Entzindungsreaktionen oder Stress infolge von Handling beeinflusst wird, kann es
hier zu Unscharfen kommghONARDI et al., 2015)AuRerdem kdnnen Schmerz

oder Narkosemedikamente die Hauttemperatur beeinflusSen sinkt die
Kdrpertemperatur nach Allgemeinanéasthesie mit Isofl((BHSSLER et al., 1991)

und auch der Einsatz von NSAIDs kann durch seinen entziindungshemmenden
Effekt die Hauttemperatur beeinflussgOMAN et al., 2022)

2.2.3. Schmerzverhalten

2.2.3.1. Abwehrbewegungen

Ferkel zeigen defensive Abwehrbewegungendem Versuch sich schmerzhaften
Stimuli wie beispielsweise der Kastration oder dem Schwanzkupieren zu entziehen
(PRUNIER et al., 2013Meistens wird, um die Schmerzhaftigkeit eines Eingriffs
einzuschatzenein Bewertungsore gebildet,um die Anzahl und Starke von
Abwehrbewegungen wie beispielsweise Fluchtversuche oder Strampeln der
GliedmalRen zu erfassefSHEIL und POLKINGHORNE, 2020)Dafiur kann
beispielsweise eineumerische Skala verwendet werd&HEIL et al., 2020bder

auch ein Visual analogue scale (VAS)ANSSON et al., 2011)

Im Vergleich zu nur gehandelten oder betaubten Ferkeln steigt die Intensitat von
Abwehrbewegungen bei schmerzhaften Eingriffen wie Kastration, Einziehen der
Ohrmarke, Schleifen der Eckzahne und intramuskulérer Eise(lg&3@CHANT -
FORDE et al., 2009)
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2.2.3.2. Vokalisation

Ferkel zeigen bereits beim Handling laute Vokalisationen. Jedoch kdnnen bei
schmerzhaften Eingriffen, wie dem Einziehen der Ohrm@N@ONAN et al.,

1994) oder der KastratiofPUPPE et al., 2005hochfrequente Schreie davon
unterschieden werden. Dabei besteht ein deutlicher Unterschied zu nur gehandelten
Ferkeln (WEARY et al.,, 1998)oder Ferkeln, die mit Lokalandsthesie betaubt
wurden(KLUIVERS-POODT et al., 2013 5chmerzhafte Eingriffe bewirken einen
Anstieg hochfrequenter Schraiad der Frequenzbereich bei Kastration liegt bei

>1 kHz (PUPPE et al., 2005Die Anzahl dieser hochfrequenten Vokalisationen ist

bei der Durchtrennung des Samenstrangs dabei am hdchsten, was darauf schlie3en
lasst, dass dies der schmerzhafteste Teil der Kastration ist, noch schmerzhafter als
die Inzision des Skrotum§TAYLOR und WEARY, 2000) Voraussetzung zur
Messung von Vokalisationen ist ein Ausblenden der Nebengerdusche, was in
Tierhaltungen teilweise nur schwer umzusetzen ist, da Vokalisierungen der anderen
Tiere oder technische Gerausche wie die Futterungsanlage zu Interferenzen fihren
kénnen(SHEIL und POLKINGHORNE, 2020)

2.2.3.3. UnspezifischeVerhaltensveranderungen bei Schmerz

Durch direkte Beobachtung oder Videobeobachtung kénnen die Korperhaltung
sowie die unspezifischen Verhaltensanderungen von Ferkeln nach Kastration
beobachtet werden. Dabei kommt es jedoch h&ufig zu widersprichlichen
Ergebnissen zwischen verschiedenen Stud#HEIL und POLKINGHORNE,
2020) Der Fokus liegt auf den Parametern Liegen, Stehen, Sitzen, Aktivitat, soziale

Isolation und S&ugen.

WahrendmancheForschungsgrupperermehrtes Liegen der kastrierten Ferkel im
Vergleich zur unkastrierten Kontrollgruppeobachten konntgfMCGLONE und
HELLMAN, 1988; MCGLONE et al., 1993Wwurde in denanderenStudien das
Gegenteil beobdntet(TAYLOR et al., 2001) BeiHAY et al. (2003 undLLAMA
MOYA et al. (2008 wiederum wurde kein signifikanter Effekt auf das

Liegeverhalten beobachtet

Ahnlich divergierende Aussagen finden sich auch bei der Untersuchung des
Sitzverhaltens. Wahrendon TAYLOR et al. (200])) ein haufigeres Sitzen

kastrierter Tiere beobachtet wurdaf3enbei den Untersuchungen vanAMAS
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MOYA et al., (2008 unkastrierte Ferkel haufiger.

Auch das Saugverhaltenunterschied sich in verschiedenen Studien deutlich.
Wahrend einige Autorinnen und Autoren eine langere Verweildauer am Gesauge
fur kastrierte Ferkel beobackde (LLAMAS MOYA et al., 2008) war in anderen
Studien die Saugezeit bei kastrierten Tieren reduz(&fCGLONE und
HELLMAN, 1988; MCGLONE et al., 1993)

Oft sind Verhaltensunterschiede zwischen Versuchstieren eines Wurfes nur
marginal Als Ursache hierfur wird vermutet, dass Sauggeschwister sich im
Verhalten aneinander anpas¢BEIMERT et al., 2013)

In bisherigen Studien wurden sehr heterogene Verhaltensuntersuchungsmethoden
angewendet, um Schmerzverhalten nach der Kastration zu untersuchen.
Verhaltensparameter sollten so gewahlt sein, dass sie von verschiedenen
Beobachtern gleich gezéahlt werden kém(BAYSINGER et al., 2021)

Als alleiniger Parameter zur Beurteilung von Schmerzen ist die Beobachtung von
unspezifischen Verhaltensweisen nicht geeignet, da die Unterschiede zum
Verhalten unkastrierter Ferkel oft nur marginal und sehr kurz sichtbar sind und so
teilweise zu widersphlichen Studienergebnissen fuhr@dAY et al., 2003;
KLUIVERS-POODT et al, 2013; ISON et al, 2016; SHEIL und
POLKINGHORNE, 2020)

2.2.3.4. SpezifischeVerhaltensveranderungen bei Schmerz

HAY et al.(2003 unterscheiden in der Untersuchung der Verhaltensweisen nach
Kastration zwischen unspezifischen und Schrasisoziierten
Verhaltensparametern. Das Ethogramm umfasste dabei die Verhaltensweisen
Prostration (Sitzen oder Stehen mit gesenktem Kopf), RobblemstélLiegen mit
untergeschlagenen Gliedmal3en), Steifheit (Liegen mit abgestreckten Gliedmalien),
Zittern, Muskelzucken un8cheuerrdes RumpfeamBoden odean denWande

sowie Schwanzschlagen als schmerzspezifisch. Dabei waren diet¥ieshaisen
Kratzen und Schwanzschlagen bis zu mehrere Tage nach Kastration gidAtbar

et al., 2003) Je nach Schmerzursache konnte teils spezifisches Schmerzverhalten
ausgemacht werden, saB.Zahneknirschen nach dem Kupieren der Eckzahne und
Schwanzschlagen und Rumpfkratzen nach Kupieren des Schwanzes oder
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Kopfschitteln nach Einkerbung der Oh(&OONAN et al., 1994)

In verschiedenen Vertffentlichungen wird die Stellung oder Bewegung des
Schwanzes als Schmerzparameter verwendet. Hier werden teilweise
Veranderungen der Schwanzpositi@! GIMINIANI et al., 2016)und teilweise
Bewegungen des Schwanzes wie Schwanzschl@gESCARDI et al.,, 2017)
beschrieben. Veranderungen der Schwanzposition lassen sich im Zusammenhang
mit verschiedenen Emotionen beim Schwein beschrdid&RCET RIUS et al.,

2018) Im Kontext der Lokalanasthesie wird teilweise vermehrtes
Schwanzschlagen beobachtet, hier wird ein moglicherweise gestdrtes Befinden
aufgrund von Taubheit als Ursache diskutiel ANSSON et al., 2011)

Die Sagebockstellung wird bei zahlreichen Tierarten als schmerzspezifisch vor
allem bei Eingeweideschmerz angesehen. Studien verwenden diesen
Schmerzparameter beispielsweise beim RBOEERUP et al., 2015)der Pferd

(VAN LOON und VAN DIERENDONCK, 2015)Bei Schweinen wurde diese
Stellung im Kontext von LahmhefGREGOIRE et al., 2013)Kupieren des
Schwanze$SUTHERLAND et al., 2011¢pder KastratiofLONARDI et al., 2015)
beschrieben.

2.2.3.5. Grimace Scale

Ursprunglich wurden Bewertungsskalen fiur die Schmerzmimik in der
Humanmedizin entwickelt um die Schmerzen bei nicht verbalen Patigapgen

wie SauglingeNEKMAN et al., 1979)zu beurteilen. Das Konzept wurde dann
zunachst bei Labortieren, wie MaufANGFORD et al., 201Q) Ratte
(SOTOCINAL et al., 2011und KaninchedKEATING et al., 2012angewendet

um Schmerzen zu quantifizieren und die Wirksamkeit von Schmerztherapien zu
Uberpriufen. Mittlerweile wurden Grimace Scales auch fur verschiedene tialis
Nutztierarten entwickelt, B. fur Pferde(DALLA COSTA et al., 2014) Rinder
(GLEERUP et al., 2015und Schafe(MCLENNAN et al., 2016) Die fur das
Grimace Scale Scoring verwendeten Parameter, &hneln sich stark bei verschiedenen
Tierspezies. So findet sich beispielswei
Augeni s owo h Rattéaks auchMa RferdeniumadiFerkdANGFORD

et al., 2010; SOTOCINAL et al.,, 2011; DALLA COSTA et al.,, 2014; DI
GIMINIANI et al., 2016; VISCARDI et al.,, 2017)Jedoch gibt es auch
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tierartspezifische Unterschiede zwischen sehr phénotypisch ahnlichen Arten wie
Mausen und RattgfMCLENNAN et al., 2019)Einige Studien konnten bei Ferkeln
mithilfe eines Grimace Scales signifikante Gruppenunterschiede zwischen
schmerzhaften und nicht schmerzhaften Ferkeln demonst(@r&IMINIANI et

al., 2016; VISCARDI et al., 2017edoch konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe nur bei gleichzeitigem bzw.
ausschlieRlichem Schwanzkupieren erreicht werden und nicht bei der Kastration
allein. So blieben signifikante Ergebnisse fur den Vergleon Handlingstieren

und kastrierten Tieren auch bei der Verwendung von computerunterstiutzter 3D
Modellierung aus(LOU, 2020) Auch war teilweise keine Unterscheidung
zwischen der nur gehandelten Kontrollgruppe und der Kastrationsgruppe erkennbar
(VISCARDI und TURNER, 2018a)Bei alteren Schweinen konnten bei der
Kastration von Kryptorchiden jedoch ein deutlicher Anstieg des Grimace Scale
Scores beobachtet werddWULLO et al.,, 2020) Auch bei Sauen konnten
signifikante Ergebnisse zum Schmerzgesicht bei der Abferkelung beobachtet
werden(NAVARRO et al., 2020) Haufig erweist sich die Aufnahme qualitativ
hochwertiger Bilder als schwierig, da die Versuchstiere gleichzeitig nicht durch
Handling beeinflusst werden sollefMCLENNAN et al., 2019) AufRerdem
unterscheidt sich die Beurteilung verschiedener Gesichtsparameter je nach
beobachtender Person teilweise sehr GHEIL und POLKINGHORNE, 2020)

Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass sich Schmerzgesichter mit dem Alter
verdndern, und es existieren deshalb unterschiedliche Skalen fir das
Schmerzgesicht von Neugeborenen und alteren Kinl@@HUT et al., 2012)

Auch bei Schafen existiert mittlerweile ein aggier Grimace Scale fur Lammer
(GUESGEN et al., 2016)Bisher existiert kein Ferké&brimaceScale flr eine
direkte SchmerzbeurteilungAlle bisherigen Studien untersuchen retrospektiv
Fotos oder Videosequenz@AYSINGER et al., 2021)

2.2.3.6. Sensitivitatstests

Die nach einer Verletzung durch Entziindungsreaktionen im umliegenden Gewebe
entstandene Hyperalgesie kann mittels quantitativer Messung beurteilt werden. Die
Schwelle ab der eine Reaktion des Tieres erfokgnn mittels mechanischer
(JANCZAK et al.,, 2012)oder thermische(HERSKIN et al., 2009)Reizung
ermittelt werden. Auf diese Weise kann auch die Effektivitat einer lokalen
Betaubung(SHEIL und POLKINGHORNE, 2020pder eines Schmerzmittels
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(FOSSE et al., 201eurteilt werden. Um einen standardisierten Druck auf den
Wundbereich auszuliben, kdnnen Von Frey Filament Geréate eingesetzt werden
(HERSKIN und RASMUSSEN, 2010Bei Schweinen existieren verschiedene
Studien zur Kastration unter lokaler Betaubung, beispielsweise unt&olfen

oder Lidocain(SHEIL et al., 2020und (LOMAX et al., 2017) In beiden Studien
erzielte die topische Analgesie mit -Bolfen® eine signifikante Reduktion der

mechanischen Schmerzsensitivitat.

2.3. Unterdrickung der Schmerzweiterleitung mittels Lokalan&sthesie

2.3.1. Chemische Struktur der Lokalanasthetika

In der Veterindrmedizin eingesetzte lokalanasthetische Stoffe bestehen aus einer
hydrophilen Aminogruppe, die Uber eine Esteder Amidverbindung mit einer
lipophilen aromatischen Gruppe verbunden ist. Lokalandsthetika des Estertyps
werden lokal im Gewebeerstoffwechselt, wohingegen Amidtypen in der Leber
metabolisiert werden und deshaillblicherweiseeine langere Wirkungsdauer
besitzenRICHTER et al., 2016)

2.3.2.  Wirkungsweise der Lokalanasthetika

Lokalanasthetika bewirken eine lokale und reversible Hemmung der
Depolarisierung von Natriumkanélen und verhindern somit die Weiterleitung von
Aktionspotentialen tber die Nervenfasern. Nur der unionisierte, basische Anteil des
Lokalanasthetikums kann Ubelie Lipomembran in den Natrilonenkanal
diffundieren und dort seine Wirkung entfalten. Deshalb sinkt die Wirkung von
Lokalanasthetika bei Ubersauerung des Gewebes (zum Beispiel in Folge einer
Entziindung) stark. In hoheren Dosen werden neben Natriaoch
Kaliumionenkanale blockie(LOSCHER et al., 2014Da die Wirkung auf diinne
unmyelinisierte Nervenfasern starker ausgepragt ist als an myelinisierten, Fasern
wird zuerst die Schmerzempfindung Dblockiert und erst danach
Temperaturempfinden, Bertuhrungen und zuletzt Dr(GRAEFE, 2016) Bei
hochdosierter Verabreichung der Lokalané&sthetika kann es auch zu einer Hemmung
der motorischen Nervenfasern komm@gEFFLER und SCHULZSTUBNER,

2019) Als Nebenwirkung koénnen nicht nur lokal, sondern auch systemisch
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Natriumkanale bzw. Kaliumkanale blockiert werdennd es kann zu
kardiologischen oder neurologischen Stérungen komnfARRENS und
LEFFLER, 2014; GRAEFE, 2016)

2.3.3.  Wirkstoffe

2.3.3.1. Procain

Procain ist eirokalanasthetikum des Estertyps. Beim Abbau durch Cholesterasen
im Gewebe entsteht unter anderem Paraaminobenzoesaure, die stark allergen wirkt.
Deshalb besteht bei Procain eine hohere Gefahr allergischer Reaktionen als bei den
in der Leber verstoffwechgeh AmidLokalanésthetika. Dafiir besitzt Procain aber

nur eine geringe toxische beziehungsweise gesafadigende Wirkung.
Wirkeintritt beginnt nach 80 Minuten, die Wirkung hélt dann 3@inuten bzw.

mit Sperrkérper bis zu 60 Minutem Lésungemit einem hdheren Anteil als vier
ProzentProcain wirken gewedeizend(RICHTER et al., 2016)

2.3.3.2. Lidocain

Lidocain besitzt ungefahr die zweifache analgetische und gegovetche Wirkung

im Vergleich zu Procain. Es gehort zu den Lokalanaesthetika des Amidtyps. Die
Wirkung setzt sehr schnell, schon nach circa zwei Minuten ein und hélt dann fir 60
bis 90 Minuten an. Die Wirkdauer lasst sich durch den Einsatz eines Sperrkdrpers
auf bis zu 240 Minuten steige(RICHTER et al., 2016)

2.3.3.3. Mepivacain

Die Wirksamkeit und Toxizitathneh dem Lidocain, jedoch tritt die Wirkung
langsamer ein und halt dann bisdnei Stunden an. Da es im Gegensatz zu vielen
anderen Lokalanasthetika einen leicht vasokonstriktorischen Effekt hat, muss hier
kein zusatzlicher Sperrkorper verwendet wer@@@ARCIA, 2015) Mepivacain ist

eines der wenigen hyperbaren Lokalan&sthetika, deshkallmmt esauch zur
hyperbare Verteilung im Liquor(NIESEL und VAN AKEN, 2003) Topischist
dieses Lokalanasthetikummur schlecht resorbierbaund daher fir die
Oberflachenanasthesie nicht gut geeid®CHTER et al., 2016)
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2.3.3.4. Bupivacain

Bupivacain ist das wirkungsstarkste Lokalan&esthetikum des Amidtyps, hat
allerdings auch die hochste toxische Wirkung. Bei versehentlicher intravendser
Injektion kann es zu schwerwiegenden Nebenwirkupngerispielsweise
Herzrhythmusstorungen oder zentralnervésen Storyhkgenmen. Aul3erdem ist
Bupivacain chondrotoxisgistark lipophil und liegt im Blut vor allem gebunden an
Plasmaproteine vor. Die Wirkung halt bis zu sechs Stundén/ARSEN, 1999)
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1. M ATERIAL UND METHODEN

1. Ziel der Untersuchung

Ziel der vorliegenden Studie war dieBeurteilung der wirksamen
Schmerzausschaltundurch die Verhaltensanalyse von Ferkeln vor und nach

Kastration unter Lokalanasthesie

Die Untersuchung war in eine Laborstudie unter mdglichst standardisierten
Bedingungen und eine Feldstudie, die auf eine praxisndhere Durchflhrung
abzielte, unterteilt. Die drei Teile der Laborstudie (paB) bauten aufeinander auf

und die verwendeten Lokalan&sthetika und Injektionsmethoden wurden fortlaufend

optimiert.
2. Verhaltensbeobachtung von Saugferkeln
2.1. Genehmigungen fur das Versuchsverfahren

Fur die Voruntersuchungen und die betdubungslose Kastrationsgruppe in der
Feldstudie wurddei der Ethikkommission der Tierarztlich€akultat der LMU
Munchen je ein Ethikantrag gestelltBeide Antrdge wurdergenehmigt und
erhielten dieLMU -Aktenzeichen 14&2-10-2018 und23320-09-2020. Das
Hauptexperiment wurde gemafll Richtlinie 2010/63/EU und gemalR des
Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt und von der Ethikkommission fir
Tierversuche der Regierung von Oberbayern, Minchen bewilligt (Referenznummer
der Laborstudie:ROB-55.22532.Vet 0219-11 und derFeldstudie ROB-55.2
2532.Vet_0220-138).

2.2. Versuchsbetriebe

Die Laborstude fand in einem Betrieb statt, der in einem geschlossenen System
Ferkel erzeugt, aufzieht und bis zur Schlachtreife mastet. Dort werden circa 90
Sauen gehalten, die in einem dreiwbchigen Rhythmus abferkeln. Zwei
Abferkelabteile mit je acht Buchten wurden flie Untersuchung verwendet. Um

eine Zwischenlagerunger Versuchsausrustung, wie der Observationsarena zu
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ermoglichen, waren maximalebender achtBuchten belegt. Die 3,8 figrolRen
Abferkelbuchten (Lange: 1,65 m Breite: 2,3 m) waren mit Teilspalten
ZementbOden ausgestattet, die im Liegebereich der Sau mit Gummimatten bedeckt
waren. Das Ferkelnest besall einen ebenen Betonboden mit integrierter
Warmeplatte, der mit Sagespanen und Stroh bedeckt war. Uber dem Ferkelnest
befand sicheine bewegliche Abdeckung und eine Infratdirmelampe. Um
Schmerzen durch andere zootechnische Eingriffe zu vermeiden, wurdembei de
Tieren erst nach Ende der Untersuchundgvor dem Absetzen von der Muttersau
Ohrmarken eingezogebie Schwéanze wurden nicht kupiert. Am ersten Lebenstag
erhielten did-erkel eine intramuskulare Eiseninjektidmgl Ursoferran 200 mg/ml

Injektionslosung fur Schweine, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland).

Der zweite Betrieb, der sich ebenfalls in Bayern befandchiéi190Sauen. Diese
ferkeln ebenfallsin einem 3WochenRhythmus abund die Ferkel werden im
Betrieb aufgezogen und gemastet. Die fur die Versuche verwendeten
Abferkelbuchten befanden sich in Abteilen mit insgessghhBuchten von denen

fur die Versuche maximahcht belegtwurden Die Buchtenwaren miteinem
Spaltenboden aus grinem HartplastisgestattetDer Liegebereich der Sau im
Kastenstandbestand aus Gusseisen, der im Bereich der Hintergliedmalie mit einer
Gummimatte abgedeckt war. Die Grofl3e der Buchten bétfm? Das Ferkelnest
bestand aus einer ebenen Warmeplatte und einer Sichtschutzabdeckung, durch die
eine zusatzliche Warmelampe eingehangt werden konnte. Den Ferkeln wurde in
den ersten Lebenstagen eine indivitkieDhrmarke eingezogen, um eine
Identifizierung zu ermdglichen. Die Schwanze der Ferkel wurden nicht kupiert.
Alle  Ferkel wurden mit einer intramuskuldren  Eiseninjektion

(2 ml Ursoferran 200mg/ml Injektionslésung fur Schweine, Serumwerk Bernburg

AG, Bernburg, Deutschland) versorgt.

2.3. Versuchstiere

Insgesamiwurden Daten vorl78 MasthybridFerkel (Kreuzung aus Piétrain X
Deutsche Landrasse und Deutsches Edelschwein) in der Labortstudie (Betrieb 1
erhobenIn der Feldstudie wurdetilOFerkelunterschiedlicher Genetik aus Betrieb

2 verwendetDie Ferkel der Laborstudie waren zwischen drei und sieben Tage alt
(Mittelwert + Standardabweichung: part 1: 5,1 + 1,1 Tage; part 2: 6,6 £ 0,7 Tage,
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part 3. 6,7t1,5 Tage) und hatten ein Mindestgewicht von 1,4 kg. Das
durchschnittliche Gewicht (Mittelwert £ Standardabweichung) betrug in part 1: 2,2
+ 0,5 kg, in part 2: 2,2 £ 0,6kg und in part 3: 2,3 £ 0,6kg). In der Feldstudie wurden
Ferkel nicht mehrafgrund des Gewichts ausgeschlossen. In beiden Versuchsteilen
wurden nur gesunde Tiere mit vollstandig abgestiegenen Hoden verwEedet.
bei denen eine Hernie festgestellt werden konnte, sogerarutdieferke| wurden

von der Kastration ausgeschlossen
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2.4, Versuchsablauf
2.4.1. Versuchsablauf
OA OA OA OA
Auswahl und Markierung der Ferkel Baseline Injektion des LA Kastration Kontrolluntersuchung Kontrolluntersuchung
Untersuchung
5 min Pause 20 min Pause 2h Pause

Tag vor Kastration

Tag der Kastration

24h Pause

Tag nach Kastration

Abbildung 1 Zeitstrahl des Versuchsablaufs der Laborstudie mit allen in der Observationsarena (OA) beobachteten Zeitpunkten
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OA OA OA OA OA
ﬁ-\uswahl und Baseline T i 1 Kastration Kontrolluntersuchung Kontrolluntersuchung Kontrolluntersuchung
Markierung der Ferkel Untersuchung U
- : 2hp 2h Pause U
5 min Pause 20 min Pause ause 24h Pause
Tag vor Tag der Kastration Tag nach Kastration
Kastration

Abbildung 2: Zeitstrahl des Versuchsablaufs in der Feldstudie mit allen in der Observationsarena (OA) beobachteten Zeitpunkten
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2.4.1.1. Auswahl und Vorbereitung der Versuchstiere

Am Tag vor der Kastration wurden die mannlichen Ferkel gewogen, markiert und
die Hoden kontrolliert. Tiere mit unvollstindig abgestiegenen Hoden sowie
Bruchferkel wurden von der Studie ausgeschlossen. Es wurden nur Ferkel mit
einem ungestorten Allgemeinli@fien und einem Gewicht von mindestenskKg4

in die Laborstudie aufgenommen. Dirdividuelle Markierung erfolgte mit
schwarzem Markierspray (MS Markierspray, schwarz, MS Schippers, Kerken,
Germany) und einem Pinsel (siehe Mankiegsschema Abb)3ind erndglichte es

die Ferkel zu identifizieren

In der Feldstudie gab es keine Gewichtsvorgaben mehr, dennoch wurde das
Allgemeinbefinden und der vollstandige Hodenabstieg vor der Kastration
Uberprift. Auch hier wurden alle Versuchstiere mit Pinsel und schwarzem
Markierspray (MS Markierspray, schwarz, SMISchippers, Kerken, Germany)

markiert.

SEELN
L LE

Abbildung 3: Markierungsschema ftr mannliche Ferkel eines Wudie4-10

P eal|lve:
(> (O
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2.4.1.2. Verhaltensbeobachtungen in deObservationsarena

Um eine Erhebung von Verhaltensdaten ohne Einfluss durch den Beobachtenden
zu ermoglichen, wurden die Ferkel zu funf verschiedenen Zeitpunkten (siehe
Zeitstrahl Abb 1) fir maximal zwei Minuten in eine naéil GIMINIANI et al.,

(2016 modifizierte Observationsarena (siehe Afdbgesetzt. Diese Arena bestand

aus einer runden, schwarzen Kunststoffvanne mit einem Durchmesser von 60 cm
am Boden und von 70 cm am oberen Rdbi@ Hohebetrug40 cm. Durch vier
gleichmaliig verteilte Aussparungen an der Seitenwaitdeinem Durchmesser

von je vier Zentimetern, wurden die Linsen von vier Digitalkameras (GoPro Hero7
Black Action Cam 4K, GoPro Inc., San Mateo, CA) geschoben. Der Boden der
Arena wurde mit einer kreisrund zugeschnittenen Hanfmatte (Abferkelmatte aus
Harf 5 mm, GFS Top Animal Shop, Ascheberg, Deutschland) bedeckt, um ein
sicheres Stehen fir die Ferkel zu gewahrleisten und Exkremente aufzusaugen. Die
Hanfmatte wurde bei Bedad. B. bei Verschmutzungersetzt. Um das Ferkel zu
warmen und gute Lichtverhalsse zu gewahrleisten, wurde in 70 cm Hohe eine
Warmelampe (Warmelampe 250W, ARTAS, Armstadt, Deutschland) tber der
Observationsarena platziert. Die Arena und der Metallrahmen wurden an einer 1 m
x 1 m Holzplattform befestigt, so dass das ges#&mtestruktleicht angehoben und
transportiert werden konnte. Wahrend der Aufnahmen war die Observationsarena
im Versorgungsgang neben den Abferkelbuchten platziert, sgeldssFerkel
wahrend der Observaticstets Hor und Geruchskontakt zur Muttersau und den

Wurfgeschwistern hatte.

Vor allen anderen Eingriffen wurden die Ferkel fir bis zu zwei Minuten in einer
Observationsarenanodifiziert nach D GIMINIANI et al. (2016) gefilmt. Die
Verhaltensbeobachtungen vor der Injektion und Kastration dienten als Baseline
Verhalten, das mit dem Verhalten nach den Eingriffen verglichen wurde. Weitere
Aufnahmen wurden jeweils direkt nach der Injektion und der Kastration sowie zwei
und 24 Stunden nach der Kastration angefertigt. In der Feldstudie wurde ein
zuséatzlicher Beob&tungszeitpunkt in deDbservationsarena vier Stunden nach

Kastration eingefuigt, um die postoperative Beobachtung weiter zu intensivieren.



IIl. Materialund Methoden 27

Abbildung 4 Stehendes Ferkel ider nach DI GIMINIANI et al. (2019

modifizierten Observationsarena ndariber hangend&varmelampe

2.4.1.3. Injektion des Lokalanasthetikums

Far die Injektion wurden die Ferkel @inem Kastrationsbock (Schippers, Kerken,
Deutschland)ixiert und erhielten mittels eines selbstfullenden Injektors (HSW
ECO-MATIC, HenkeSass, Wolf GmbH, Tuttlingen, Deutschland mit einer 25G
Kandle (0,5x16mm, B.Braun TravaCare GmbH, Hallbergmoos, Deutschland)
entweder ein Lokalanasthetikum oder eine Natriumchloridldsung in beide Hoden
injiziert. Im ersten Teil der Studie erfolgte die Injektion in zwei Stufen, dabei
wurden im rechten und linken Hoden je BbInjektionslésung intratestikular und

0,5 ml subkutan ins Skrotum injiziert (Tw&tep). Aufgrund einer Dosisanpassung
wurde im zweiten Versuchsteil (part 2) insgesamt weniger Lokalanasthetikum
injiziert. Die zweistufige Injektionsmethode nach Hansson.€R@ll) (Two-Step

(H), die ab dem zweiten Studienteil verwendet wurde, sieht ebenfalls eine
intratestikulare Injektion von 0,4 ml pro Hoden vor, jedoch werden die restlichen
0,2 ml beim Herausziehen der Kanile verabreicht und nicht punktuell subkutan.
Handlingsiere wurden ebenfallgn KastrationsbocKixiert, eine Injektion jedoch

nur durch Druck mit der verschlossenen Kanile simuliert, die Hodeshendabei
fixiert. Bei der einstufig, gefensterten Injektionsmethode (Step (F) die

vergleichend ebenfalls ab part 2 zum Einsatz kam, wurde eine 25G Kaniile
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verwendet (0.5 x 10 mmyie zusatzlich zur distalen Kandlenéffnung mit vier
weiteren lateralen Offnungen versehen war, davon zwei proximal und zwei distal
(WERNER et al., 2022) Dies bewirkte, dass bei Injektion gleichzeitig
Lokalanasthetikum distal im Hoden und proximal in der Subcutis des Skrotums

verabreicht werden konnte.

In der Feldstudie wurde neben der handelstiblichen 25G Kamtits mm, eine
wie oben beschriebemefensterte Kantle uneine auf8 mm gekirzte Kanile

verwendet.

2.4.1.4. Kastration

Um die volle Wirksamkeit der verwendeten Lokalanasthetika zu erreichen, wurden
die Tiere erst nach einer Wartezeit von 20 Minuten im Kastrationsbock kastriert.
Nach der Reinigung des Skrotalbereichs mit antiseptischer Losung (Octenisept®,
Schuelke & Mayr &bH, Norderstedt, Deutschland) wurden die Ferkel mit einem
Skalpell mit einer sterilen Klinge (Skalpellklingen Kohlenstoffstahl, steril 21,
Heinz Herenz Medizinalbedarf GbmH, Hamburg, Deutschland; Skalpellgriff Nr. 4,
AESCULAP AG & CO. KG, Tuttlingen, Desthland) kastriert. Das Skalpell
wurde verwendet, um zuerst die Haut und dignica vaginaliseinseitig zu
er6ffnen. Dann wurde der Hoden extrahiert und durch DurchtrenneDudss
spermaticusentfernt. Danach wurde dieser Vorgang auf der anderen Seite
wiederholt. Ferkel aus der Handlk@yuppe (Sham) wurden in dem
Kastrationsbock fixiert und die Kastration wurde durch manuelle Fixierung der
Hoden und Druck durch die stumpfe Seite des Skalpells simuliert. Die Kastration
und Injektion wurdestandardisigvon denselben drei ausgebildeten Tierarztinnen
durchgefuhrt. Nach der Kastration wurden die Ferkel sofort in die

Observationsarena gesetzt.

In der Feldstudie erfolgten erst beidseitig die Hautschnitte bevor nacheinander die
beiden Hoden extrahiert und abgesetzt wurden. Dies geschah vor dem Hintergrund,

dass in der Feldstudie praxisnaher und damit schneller gearbeitet werden sollte.
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2.4.1.5. VersuchsgruppenLaborstudie

Tabelle 1 Versuchsgruppen Laborstudie par3;1Erklarungen zu den einzelnen Injektionsmethoden

Lokalanasthetikums

finden sich @mer.3. Injektion des

Gruppe Wirkstoff Produktinformation und Dosierung Injektionsmethode Anzahl Tiere
Handelsname
Proca TweStep Part 1 | Procainhydrochlorid +| Pronestesic 40 mg/mhjektionslésung 0,5 ml i.t. Zweistufige Methode | 12
Adrenalin fur Pferde, Rinder, Schweine und Sch
0,5 ml s.c.
FATRO S.p.A, Ozzano Emili
(Bologna), Italien
Lido Two-Step Lidocairnthydrochlorid | Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,5 ml i.t. Zweistufige Methode | 12
Part 1 + Adrenalin mibe GmbHArzneimittel 0.5 ml s.c.
Bupi Two-Step Bupivacain Bupivacain 0.5 %, JENAPHARR]|0,5mli.t. Zweistufige Methode | 12
. o i . |
Part 1 hydrochlorid mibe GmbH Arzneimittel, Brehng 0.5 ml s.c.
Adrenalin Germany
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Mepi Two-Step Part 1 | Mepivacain Mepidor® 20 mg/ml Injektionsliésun| 0,5 ml i.t. Zweistufige Methode | 12

hydrochlorid fur Pferde,WDT e.G.

0,5 ml s.c.
Sham Part 1 Scheininjektion 11
NaCl Two-Step Natrium-chlorid 0,9 % Natriumchlorid Intraventsg 0,5 ml i.t. Zweistufige Methode | 12
Part 1 Infusion B. Braun Melsungen AQ 0.5 ml s.c.
Melsungen, Deutschland

Lido OneStep (F)Part| Lidocainhydrochlorid + Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,6 ml Einstufig, gefenstert{ 11
2 Adrenalin mibe GmbH Arzneimittel Kanule
Lido Two-Step (H) Lidocain-hydrochlorid | Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,4 ml i.t. Zweistufig nach| 12

+ Adrenalin mibe GmbH Arzneimittel Hansson et al,2011
Part 2 0,2 ml s.c.
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Sham Part 2 Scheininjektion 12
NaCl OneStep (F) Par] Natrium-chlorid 0,9 % Natriumchlorid Intravenos 0,6 ml Einstufig gefenstert¢ 12
2 Infusion B. Braun Melsungen AQ Kanule

Melsungen, Deutschland
Lido OneStep (F) Par| Lidocainthydrochlorid | Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,6 ml Einstufig, gefenstert{ 12
3 + Adrenalin mibe GmbH Arzneimittel Kanule
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Lido Two-Step (H) Par{ Lidocainhydrochlorid | Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,4 ml i.t. Zweistufig nach| 12
3 + Adrenalin mibe GmbH Arzneimittel Hansson et al,2011
0,2 ml s.c.

Mepi OneStep (F) Par] Mepivacain Mepidor® 20 mg/ml Injektionslésun| 0,7 mi Einstufig, gefenstert{ 12
3 hydrochlorid fur Pferde,WDT e.G. Kanule

Sham Part 3 - - - Scheininjektion 12
NaCl OneStep (F) Par] Natrium-chlorid 0,9 % Natriumchlorid Intravenos 0,6 ml Einstufig, gefenstert{ 12
3 Infusion B. Braun Melsungen AQ Kanule

Melsungen, Deutschland
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2.4.1.6. Versuchsgruppen Feldstudie

Tabelle2 Versuchsgruppen Feldstugierklarungen zu den einzelnen Injektionsmethoden finden sich 214tér 3. Injektion des Lokalanasthetikums

Gruppe Wirkstoff Produktinformation und Dosierung Injektionsmethode | Anzahl Tiere

Handelsname

Lido OneStep (F) | Lidocainhydrochlorid +| Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,6ml Einstufige, 30
Feld Adrenalin mibe GmbH Arzneimittel fenestrierte Methode
Lido Two-StepFeld Lidocain-hydrochlorid +| Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,4 ml i.t. Zweistufig nach 35
Adrenalin mibe GmbH Arzneimittel Hansson et al,2011
0,2ml s.c.
Lido Two-Step (S)| Lidocainhydrochlorid +| Xylocitin® 2% mit Epinephrin 0,001% 0,4 ml i.t. Zweistufig nach 29
Feld Adrenalin mibe GmbH Arzneimittel Hansson et gl 2011
0,2ml s.c.
mit gekurzter Kanle
(8 mm)
Betdubungslose - - - Keine Injektion 16

Kontrollgruppe

Alle Ferkel(aul3er der betdubungslosen Kontrollgrupgré)eten vor Kastratio®,25 ml Meloxicam + 50 miyletamizol/kg KGW im
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2.4.1.7. Ethogramm fur die Auswertung des Verhaltens in der
Observationsarena

Das Verhalten in der Observationsarena wurde mithilfe eines nach HAY et al.,

(2003) modifizierten Ethogransnb e wer t et . Das Verhalten A
bei m Kotabsatzin wur de gesondert erfas
Schmerzparametern AS2gebockstellungid und

ArenawandfiA zu trennen.

Tabelle3 Ethogramm fur das Verhalten in der Observationsarena

Funktionskreis Verhalten Definition

Schmerzverhalten Schwanzposition Schwanz gerade gehalten und ni
geringelt, sowohl abgehalten vg

Korper als auch nach unten hange

Schwanzwedeln Wiederholte schnelle
Schwanzbewegung nach oben un

unten oder auch seitlich

Sagebockhaltung Gekrimmte Riuckenlinie, krania

Streckung der Vordergliedmalie

Sagebockhaltung und Gekrimmte Riuckenlinie, krania
Pressen gegen Arenawand Streckung der Vordergliedmal
und Pressen des Hinterteils geg

die Wand der Arena

Sitzen Ferkel hat die Hinterbeine unter d
Bauch geschlagen oder seitlich vc
Korper abgespreizt und sitzt a
dem Hintertell

Ausscheidungsverhaltg Sagebockhaltung beim Gekrimmte Ruckenlinie mit
Kotabsatz Kotabsatz
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2.4.1.8. Statistik

Fir die Analysen wurde die statistische ProgrammierspracfiEERM, 2021)
verwendet.Dabei wurde furdie Beurteilung der Schmerzparameter entlang des
zeitlichen Verlaufs fur jeden Schmerzparameter ein gemischtes logistisches Modell
fur dichotome ZielgréRenangewandt Hierbei wurden die Indikatoren der
Schmerzparameter als ZielgroRe und die unterschiedlichen Zeitpunkte als
kategoriale EinflussgrofRen betrachtet. Tierspezifische Variation wurde mit Hilfe
von zufalligen Effekten fir die Modellkonstante modelliBas Gewicht wurde als
Kovariable in allen Modellen bertcksichtigtls Ergebnis resultierten adjustierte
Risiken fir die Schmerzparameter entlang der verschiedenen Zeitpunkte. Weiterhin
wurden diese Risiken mit Hilfe des relativen Risikos verglichen, entsprechende
95% Konfidenzintervalle und-@erte angegeben.
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[N

Simple Summary: Surgical castration of piglets is generally recognized as a painful procedure. Thus,
for animal welfare reasons, the German Animal Welfare Act stipulates the use of effective anesthesia
during castration. However, whether local anesthesia provides adequate analgesia has been an ongoing
debate in Germany. In the present study, we compared the behavior of 178 piglets allocated to various
test groups in an observation arena before any of the applied procedures, after administration of the local
anesthetic, and 0, 2 and 24 h after surgical castration. The local anesthetic and the injection techniques
were evaluated and optimized in three sequential study parts. Overall, the results revealed that when
local anesthesia was used, piglets less frequently showed pain-associated behaviors—such as changes
in tail position—than piglets of the control group that had been castrated without local anesthesia.
Non-castrated piglets showed the fewest pain-associated behaviors in the observation arena. In several
test groups, the piglets showed changes in tail position, tail wagging, or hunched-back posture on
the day following the procedure. These behaviors differed significantly from those shown before the
procedure. The administration of local anesthetics in the present study considerably reduced castration-
related pain. However, because local anesthesia has a limited duration of effect, adverse effects due to
castration-related pain were still observable one day after castration.

Abstract: Surgical castration of piglets is generally recognized as a painful procedure, but there is
currently no gold standard for the assessment of pain behavior in piglets. However, pain assessment
is essential for evaluating the effectiveness of local anesthetics. In this study, we investigated the
efficacy of four local anesthetics in terms of pain relief during and after surgical castration in three
sequential study parts. To do so, we filmed 178 piglets before the applied procedures, after injection
of the local anesthetic, and up to 24 h after castration (five observation times in total) in an observation
arena and compared their behavior before and after castration and between treatments and control
groups. The results showed significant differences in the behavior of the piglets before and after
castration and between the sham-castrated control group and the control group castrated without
anesthesia. The different local anesthesia treatment groups showed diverging differences to the
control groups. The most frequently shown pain-associated behaviors of the piglets were changes
in tail position and hunched back posture. We observed a reduction but no complete elimination of
the expressed pain-associated behaviors after local anesthesia. Several behavioral changes—such
as changes in tail position, hunched back posture or tail wagging—persisted until the day after
castration. Owing to the limited duration of the effects of the local anesthetics, local anesthesia did
not influence long-term pain.

Keywords: animal welfare; pain relief; procaine; lidocaine; mepivacaine; bupivacaine

Animals 2023, 13, 529. https:/ /doi.org/10.3390/ani13030529

https:/ /www.mdpi.com/journal /animals



Iv. Ergebnisse 38

Animals 2023, 13, 529

20f 13

1. Introduction

The International Association for the Study of Pain defines pain as an “unpleasant
sensory and emotional experience associated with actual or potential tissue damage or
described in terms of such damage” [1]. This definition is the same for all animal species
and for humans, although the intensity and expression of pain can differ between species
and between individuals of the same species, thus making an objective assessment difficult.
Regarding pigs, even experts have difficulties in reliably recognizing pain [2]. However,
proper assessment and elimination of pain are mandatory to comply with the requirements
of the German Animal Welfare Act and to ensure that the wellbeing of the animals is not
negatively affected. According to Article 1 Section 1, Clause 2, no one may inflict unjustified
pain, suffering or injury on animals [3]. Therefore, as of 1 January 2021, castration for the
purpose of preventing boar taint is only permitted with effective anesthesia in Germany.
This regulation applies to about 20 million male piglets annually [4]. Because alternatives
—such as boar fattening or immunocastration—do not yet prevail over surgical castration in
Germany [5], evidence-based suitable methods of anesthesia that reliably reduce castration-
induced pain must be applied. Currently, castration with local anesthesia is not allowed in
Germany because its effectiveness in eliminating pain is still a matter of debate.

Whereas humans are mostly able to evaluate and verbally communicate the intensity
and quality of pain, veterinary medicine must rely on nonverbal pain parameters [6]. Op-
tions for pain assessment in animals include the measurement of physiological parameters
such as heart rate, blood pressure or various blood parameters (e.g., catecholamines or
cortisol). Because the measurement of these parameters usually requires handling of the
animals, the results may be confounded by stress, fear or external factors [7]. Especially for
castration-induced pain, but also for other pain-inducing situations, behavior observations
were shown to provide reliable assessment parameters [7]. Observation cameras or direct
observations can display the behavior of the animals without disturbance by handling.
Behavioral reactions to pain include specific pain-associated behaviors—such as hunched
back posture, tail wagging and rump scratching—and unspecific changes in physiologi-
cal behaviors such as suckling or sleeping [8]. However, observation of animal behavior
over a long period is very labor intensive and requires the experience and training of the
observer [7].

More recent behavior-based assessment systems such as grimace scales, which allow
classifying pain based on animal mimics, or standardized behavior tests can facilitate
and standardize pain assessment because they assess only specific behavior elements and
require no comprehensive observation. Regarding pigs, the use of the grimace scale is still
challenging, so behavior observation seems to be a more reliable method [7].

There is currently no gold standard for the assessment of pain behavior in piglets [7].
Therefore, to assess the efficacy of local anesthesia in eliminating pain during and after
surgical castration, we analyzed the pain behavior of differently treated piglets under eight
days of age in an observation arena. Specifically, we compared the acute pain behavior of
piglets where anesthesia had been administered and castrated piglets with the behavior of
non-castrated piglets or piglets castrated without anesthetic treatment.

2. Materials and Methods

The present study is part of the joint project “Effectiveness of local anesthesia in
eliminating pain during piglet castration,” a collaboration between the Center for Preclinical
Research of the Technical University of Munich and the Clinic for Swine of the Ludwig
Maximilian University of Munich. The study consisted of three sequential experimental
parts (part 1, part 2 and part 3) designed to find the most effective method and the most
suited agent for anesthesia during castration. It complied with all legal requirements
regarding the planning and conducting of animal research according to the Directive
63/2010/EU of the European Parliament and of the Council and according to the German
Animal Welfare Act (2019). The study was approved by the district government of Upper
Bavaria (reference number ROB-55.2-2532.Vet_02-19-11).
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2.1. Animals and Housing

In total, 178 male hybrid fattening piglets (crossbreed Piétrain X German Landrace
and German Large White) were included in the study. The piglets were between three
and seven days old (mean & SD: part 1: 5.1 & 1.1 days; part 2: 6.6 & 0.7 days, part 3:
6.7 = 1.5 days) and had a minimum weight of 1.4 kg. The average weight (mean & SD)
was 2.2 + 0.5 kg in part 1, 2.2 + 0.6 kg in part 2 and 2.3 & 0.6 kg in part 3. Only animals
with completely descended testicles and sound general conditions were included in the
study and randomly allocated to the different study groups.

All animals were housed on a farm in Bavaria. This breeding and fattening farm
housed eighty sows, which farrowed in a three-week rhythm. Sows were fed a mixed
ration, including a minimum of 200 g of raw fiber per day, that was produced and processed
at the farm. The farrowing pens were 3.8 m? in size (length: 1.65 m, width: 2.30 m) and
had partially slatted concrete floors that were covered with rubber mats in the lying area
of the sow. The piglet creep had a solid concrete floor bedded with sawdust and straw. A
movable cover and an infrared heat lamp (heat lamp with protective case, 250 W, ARTAS,
Armstadt, Germany) were installed above the piglet creep. To avoid pain and thus a
possible influence of additional zootechnical procedures on the assessed parameters, the
piglets were ear-tagged after completing the trials and before weaning from the mother
sow, and their tails were not docked. On the day before castration, all piglets received an
intramuscular iron injection (1 mL Ursoferran®, 200 mg active ingredient per milliliter of
injection solution for swine, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Germany).

To allow the collection of behavior data without influence of the observing person,
the piglets were placed in an observation arena (modified after Di Giminiani et al. [9]);
Figure 1 at five observation time points (see timeline in Figure 2; for a maximum duration
of two minutes per observation). This arena consisted of a round black plastic tub with
a diameter of 60 cm at the bottom and 70 cm at the rim, with a height of 40 cm. The tub
had four evenly spread side openings of 4 cm diameter per opening, through which the
lenses of four digital cameras (GoPro Hero7 Black Action Cam 4K, GoPro Inc., San Mateo,
CA, USA) were inserted. The bottom of the arena was covered with a fitted round hemp
mat (hemp farrowing mat, 5 mm thick, GFS Top Animal Shop, Ascheberg, Germany) to
ensure slip-proof standing of the piglets and to absorb excrement. The hemp mat was
replaced as needed, e.g., when soiled. To keep the piglet warm and provide adequate
lighting, a heat lamp (heat lamp 250 W, ARTAS, Armstadt, Germany) was placed 70 cm
above the bottom of the observation arena. The arena and the metal frame were mounted
on a wooden platform (1 x 1 m) so that the whole construction was easy to lift and move.
During the recordings, the observation arena was placed in the aisle next to the farrowing
pens so that the piglets could always hear and smell their mother sow and litter siblings.

Figure 1. Photograph of the observation arena with a standing piglet, modified after Di Giminiani
et al. [9]. Photo credit: S.Bergmann.
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Figure 2. Experimental procedure from the day before castration until the day after castration
showing all five observation time points in the observation arena. LA = Local anesthetic; OA = video

recording in the observation arena.

2.2. Experimental Design

The study was divided into three parts that were established step by step to optimize
the applied local anesthesia. In part 1, 4 local anesthetics were tested on 71 piglets from
16 litters. In part 2, 2 injection techniques were applied with 1 selected local anesthetic
on 47 piglets from 10 litters. In part 3, the most effective local anesthetics and injection
techniques identified in the first two parts were used [10-12]. In addition, local anesthesia
in part 3 was combined with systemic analgesia. Part 3 was conducted on 60 piglets from
11 litters. In addition to the treatment groups, each study part included two control groups:
a “handling” group in which injection and castration were only simulated (sham group)
and a sodium chloride (NaCl) group in which the piglets were injected with NaCl solution
instead of local anesthetic and thus were castrated without anesthesia. Table 1 gives an
overview of the study groups investigated in study parts 1-3.

Table 1. Study groups administered drugs and injection techniques in study parts 1-3.

Study Studv Grou Dru Product Information and Dosage Injection Number of
Part y P & Brand Name & Technique Piglets
Pronestesic 40 mg/mL
Proca Procaine injection solution for horses, 05mL it Twooste
1 Two-Step Part  hydrochloride + cattle, swine and sheep; 0 5 ml o techni P 12

1 adrenaline FATRO S.p.A, Ozzano Emilia ’ s-c. echmque
(Bologna), Italy
e ® 0, .
Lido Lidocaine .XleCI.tm 2% (‘)N lth. .
Two-Step Part hydrochloride + epinephrine 0.001%; mibe 0.5mLi.t. Two-step 12
. GmbH Arzneimittel, Brehna, 0.5mL s.c. technique
1 adrenaline
Germany
Bupi Bupivacaine Bupivacaine 0.5%,
TS o I . JENAPHARM®; mibe GmbH 0.5 mLit. Two-step 1
P ¥ . Arzneimittel, Brehna, 0.5mL s.c. technique
1 adrenaline
Germany
Mepidor® 20 mg/mL injection
Mepi . . solution for horses; .
Two-Step Part hMeplvacalpe Wirtschaftsgenossenschaft 05 mL it Two step 12
ydrochloride o 0.5mLs.c. technique
1 deutscher Tierdrzte eG,
Garbsen, Germany
Sham
Sham Part 1 n/a n/a n/a injection 11
NaCl Sodium ' N'aCI 0.9% intravenous 05mL it Two-step
Two-Step Part hloride infusion; B. Braun Melsungen 05 mL s.c technique 12
1 ¢ AG, Melsungen, Germany ’ o u
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Table 1. Cont.
Study Product Information and Injection Number of
Part Study Group Drug Brand Name Dosage Technique Piglets
4 ® no, .
Lido Lidocaine .Xylim.tm 0 é(ﬁy .lth b One-step,
2 One-Step (F)  hydrochloride + epineparine B.UU% fo; mive 0.6 mL fenestrated 11
. GmbH Arzneimittel, Brehna,
Part2 adrenaline needle
Germany
oy ® 0, .
Lido Lidocaine .XleCI.tm 2% :V lth. . Two-step after
Two-Step (H)  hydrochloride + epinephrine 0.001%; mibe 04 mL it Hansson et al. 12
. GmbH Arzneimittel, Brehna, 0.2 mL s.c.
Part 2 adrenaline 2011
Germany
Sham Part 2 n/a n/a n/a . S.haI-n 12
injection
NaCl Sodium NaCl 0.9% intravenous One-step,
One-Step (F) chloride infusion; B. Braun Melsungen 0.6 mL fenestrated 12
Part 2 AG, Melsungen, Germany needle
s ® no, .
Lido Lidocaine ‘Xyl%a.tm 0 ééol ;7 .lth b One-step,
3 One-Step (F)  hydrochloride + cpineparine B.UU% fo; mibe 0.6 mL fenestrated 12
o GmbH Arzneimittel, Brehna,
Part 3 adrenaline needle
Germany
i ® Ao, .
Lido Lidocaine .Xyloc1.t1n 2% :mth. . Two-step after
Two-Step (H)  hydrochloride + epinephrine 0.001%; mibe 04mL it Hansson et al. 12
. GmbH Arzneimittel, Brehna, 0.2 mL s.c.
Part 3 adrenaline 2011
Germany
Mepi . . Mepidor® 20 mg/mL injection One-step,
One-Step (F) h%igz;ﬁ:gz . solution for horses; WDT eG, 0.7 mL fenestrated 12
Part 3 y Garbsen, Germany needle
Sham Part 3 n/a* n/a n/a . S.har.n 12
injection
NaCl Sodium NaCl 0.9% intravenous One-step,
One-Step (F) chloride * infusion; B. Braun Melsungen 0.6 mL fenestrated 12
Part 3 AG, Melsungen, Germany needle

Abbreviations: n/a = not applicable; i.t. = intratesticular; s.c. = subcutaneous; * = piglets were given systemic
analgesia prior to the injection of local anesthetic (0.4 g/kg meloxicam (Metacam® 5 mg/mL), injection solution
for cattle and swine, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein, Germany) and
50 mg/kg metamizole (Metamizol WDT 500 mg/mL, injection solution for horses, cattle, swine and dogs,
Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte eG, Garbsen, Germany).

2.3. Castration

On the day before castration, the piglets were weighed, and their health status was
examined. To ensure individual identification of the piglets, they were marked with distinct
symbols on the back by using a paintbrush and black marker spray (MS marker spray,
black, MS Schippers, Kerken, Germany).

Before castration, the piglets were weighed again on the day of castration with a digital
scale (MS Schippers, Kerken, Germany). Afterwards, the piglets were individually filmed in
the observation arena for a maximum duration of two minutes to establish a baseline of the
behavior. This baseline could then be compared to the recordings after the procedure. For
the injection, the piglets were fixed in a castration stand (MS Schippers, Kerken, Germany)
and injected into both testicles with either a local anesthetic or NaCl solution by means of a
self-filling injector (HSW ECO-MATIC®, Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen, Germany)
fitted with a 25-gauge needle (0.5 x 16 mm, B. Braun TravaCare GmbH, Hallbergmoos,
Germany). In part 1 of the study, the injection was carried out in two steps (two-step
injection), during which the left and right testicles were first injected with 0.5 mL injection
solution administered intratesticularly and then with 0.5 mL administered subcutaneously
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into the scrotum. Calculated for the mean weight of 2.2 kg, piglets in part 1 of the study
received 36.4 mg/kg Procaine (Pronestesic 40 mg/mL injection solution for horses, cattle,
swine and sheep; FATRO S.p.A, Ozzano Emilia (Bologna), Italy), 18.2 mg/kg Lidocaine
(Xylocitin® 2% with epinephrine 0.001%; mibe GmbH Arzneimittel, Brehna, Germany),
4.5 mg/kg Bupivacaine (Bupivacaine 0.5%, JENAPHARM®; mibe GmbH Arzneimittel,
Brehna, Germany) and 18.2 mg/kg Mepivacaine (Mepidor® 20 mg/mL injection solution
for horses; Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte eG, Garbsen, Germany). Based
on a dosage adjustment, less local anesthetic was injected in part 2 of the study (calculated
for the mean weight of 2.2 kg: 10.9 mg/kg Lidocaine). In part 3 of the study piglets
received 10.4 mg/kg Lidocaine (calculated for the mean weight of 2.3 kg) and 12.2 mg/kg
Mepivacaine. The two-step injection technique according to Hansson et al. [13] (two-step
[H] injection) used in parts 2 and 3 started with an intratesticular injection of 0.4 mL per
testicle, and the remaining 0.2 mL was delivered during withdrawal of the needle instead
of a subcutaneous injection into the scrotum. The piglets of the sham group (handling only)
were also fixed in the castration stand, and an injection was simulated by pressure exerted
with the needle cap while the testicles were fixed with the fingers. The one-step fenestrated
injection technique (one-step [F] injection) used for comparison in parts 2 and 3 was carried
out with a 25-gauge needle (0.5 x 10 mm) that had four lateral openings in addition to the
distal opening, two of them proximally and two distally [12]. Thus, during injection, the
local anesthetic was simultaneously administered distally into the testicle and proximally
into the subcutis of the scrotum. Afterwards, the piglets were filmed in the observation
arena for maximally two minutes and then placed back into the farrowing pen with their
mother sow.

To ensure full activity of the administered local anesthetics, the piglets were castrated
in the castration stand after a waiting period of 20 min. After cleaning the scrotal area
with antiseptic solution (Octenisept®, Schuelke & Mayr GmbH, Norderstedt, Germany),
the piglets were castrated with a sterile surgical blade (scalpel blades carbon steel, sterile
21, Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, Hamburg, Germany; scalpel handle no. 4,
AESCULAP AG & CO. KG, Tuttlingen, Germany). First, the skin and the tunica vaginalis
were incised on one side. Then, the testicle was exposed and removed after severing the
ductus spermaticus. This procedure was repeated on the other side. The piglets of the
sham group were fixed in the castration stand, and the castration was simulated by manual
fixation of the testicles and pressure exerted with the dull end of the scalpel. Castration
and injection were standardized and always conducted by the same three trained and
alternating veterinarians. Immediately after castration, the piglets were placed in the
observation arena for a maximum of two minutes. Two hours after castration, all piglets
were again observed in the observation arena for maximally two minutes.

On the day after castration (approximately 24 h after castration), the weight and
general condition of the piglets were re-assessed, and all piglets were once more filmed in
the observation arena for maximally two minutes. Each piglet then received 0.4 mg/kg
of an analgesic (Metacam® 5 mg/mL, injection solution for cattle and swine, Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein, Germany), whose administration
had been delayed until this time to exclude the influence of medication on the data collected
in the observation arena. An exception was made for the piglets of study part 3; immediately
before injection or simulated injection, these piglets received systemic, intramuscularly
administered analgesics: 0.4 g/kg meloxicam (Metacam® 5 mg/mlL, injection solution
for cattle and swine, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am
Rhein, Germany) and 50 mg/kg metamizole (Metamizol WDT 500 mg/mL, injection
solution for horses, cattle, swine and dogs, Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte
eG, Garbsen, Germany).

2.4. Behavior in the Observation Arena

Each piglet was placed in the observation arena for a maximum duration of two
minutes at each of the following five time points: (i) baseline, i.e., on the day of castration
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before all applied procedures; (ii) after injection or sham injection; (iii) after castration or
sham castration; (iv) two hours after castration or sham castration; (v) and twenty-four
hours after castration or sham castration. According to predetermined termination criteria,
piglets were removed from the observation arena if they showed signs of stress or fear
during direct observation. These criteria included stress reactions such as freezing, high-
frequency vocalization, flight attempts, or frequent pivoting (see supplementary score
sheet Table S1). The recorded behavior was analyzed by focal animal sampling, according
to Martin and Bateson [14] for up to 60 s. For the analysis, an ethogram modified after
Hay et al. [8] was used (Table 2). All observers were blinded regarding the study group.

Table 2. Ethogram for pain-associated behaviors in the observation arena, modified after Hay et al. [8].

Functional Circle Behavior Definition

Tail held straight and not curled,
Tail position either extended from the rump or
hanging down
Repeated tail movements up and
down or side to side
Hunched back posture Kyphosis, front legs extended
Kyphosis, front legs extended,
rump pressed against the wall of
the observation arena
Body weight supported by hind

Pain behavior . .
Tail wagging

Hunched back posture with
pressing against the arena wall

it
Sitting quarters and front legs
Excretion behavior Hunched back posture during Kyphosis during excretion
excretion of feces

2.5. Statistical Analysis

For an initial description of the data, relative frequencies were computed for all
behavior variables along study parts, study groups and time points. For further analysis,
generalized linear mixed models for binary response variables with logit link function
were used for each part independently to estimate risks for the different behaviors along
study groups and time points. All models included study group and time point as fixed
effects, the interaction of these variables, and the weight of the animals. Subject-specific
variation was accounted for by random effects for the intercept. Comparisons of estimated
risks between study groups at given time points were performed by risk ratios. Results are
presented as estimated risks, risk ratios, the corresponding 95% uncertainty intervals and p-
values. For analysis, the R language for statistical computing [15] was used. Inter-observer
reliability was calculated with Cohen’s kappa from the agreement between two observers.

3. Results

The most frequently shown pain-associated behaviors were changes in tail position,
hunched back posture, and hunched back posture with pressing (against the arena wall),
confirming previously published findings [8,16,17]. In all study parts, we found at least one
significant increase in these parameters between the baseline behavior and the behavior at
subsequent time points. We also found differences between the subsequent time points in
that the frequency of the behavior reached a peak at castration (changes in tail position,
tail wagging) or two hours after castration (hunched back posture, hunched back posture
with pressing against the arena wall) and decreased afterwards. In the sham group, the
parameters were often only increased at single time points. The intraclass correlation
coefficient (Cohen’s kappa) was K = 0.71 for changes in tail position, K = 0.78 for tail
wagging, K = 0.78 for hunched back posture, and K = 0.77 for hunched back posture with
pressing against the arena wall.
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