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Projekt Nr. 1145: Erfassung von Samenqualität, Fruchtbarkeit und Deckinfektionen sowie molekulargenetische Identitätssicherung bei Noriker Zuchthengsten

- AbschlussberichT - 

In dem Forschungsvorhaben zur zucht​hygienischen und genetischen Analyse von Noriker​hengsten in Österreich wurden ins​gesamt 139 Norikerhengste untersucht. Dabei wurden von den Zuchtverbänden alle im Verbandsbesitz befindlichen Hengste vorgestellt sowie etwa 70% der im Privatbesitz stehenden, in Österreich aufgestellten Hengste. Die Untersuchun​gen wurden bundeslandweise an zentral liegenden Orten durchgeführt. Die Organisation der Termine, der für die Untersuchung genutzten Orte und des Transportes der Hengste lag bei den Zuchtverbänden. Teilweise konnten ehemals staatliche Deckstationen genutzt werden, teil​weise fanden die Untersuchungen auch in Be​samungsstationen oder tierärztlichen Klini​ken statt. Einige wenige Hengste wurden direkt in der Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andrologie der Veterinärmedizinischen Universi​tät Wien untersucht. 

Bei den Hengsten wurden die folgenden Untersuchungen durchgeführt:

(1) Klinisch-andrologische Untersuchung

Adspektion und Palpation der äußerlich zugänglichen Geschlechtsorgane 

Entnahme von Tupferproben von Urethra, Fossa urethralis und Penisschaft

Samenentnahme mit Hilfe einer künstlichen Scheide, Beurteilung der Potentia generandi

Bestimmung der Testosteronkonzentration im Blutplasma

(2) Spermatologische Untersuchung

Ejakulatfarbe, -konsistenz, Beimengungen, pH-Wert

Ejakulatvolumen

Spermiendichte

Spermiengesamtzahl

Spermienmotilität

Spermienmorphologie

(3) Bakteriologische Untersuchung

Schleimhautabstriche von Urethra, Fossa urethralis, Penisschaft 

Samenprobe bzw. Vorsekretprobe (falls keine Samenentnahme möglich)

Untersuchung auf bedingt pathogene Bakterien

Untersuchung auf Mykoplasmen (mittels Kultur und PCR)

Untersuchung auf Gardnerella vaginalis

(4) Virologische Untersuchung

serologische Untersuchung auf Antikörper gegen Equines Herpesvirus Typ 3

serologische Untersuchung auf Antikörper gegen Equines Arteritisvirus

Nachweis von Equinem Arteritisvirus im Samen mittels PCR und Zellkultur

(5) DNA-Analyse

DNA-Mikrosatellitenamplifikation mitttels PCR, anschließende elektrophoretische Trennung

Berechnung von verschiedenem populationsgenetischen Parametern (Alleldiversität, He​terozygotierate, Fis-Wert)

Nicht in allen Fällen konnten alle Befunde erhoben werden, z.B. war bei einem Teil der Hengste eine Samenentnahme mit Hilfe der künstlichen Scheide nicht möglich, so daß auf die Samenuntersuchung verzichtet werden mußte, in anderen Fällen konnte aufgrund des Temperaments der Hengste unter den gegebenen Bedingungen (kein Zwangsstand) eine Blutprobenentnahme oder Palpation der äußeren Geschlechtsorgane nicht durchgeführt werden . Die Untersuchung der Genitaltupfer auf Mykoplasmen war bei den ersten, in das Projekt einbezogenen Hengsten nicht möglich, da die Methoden im Institut für Bakteriologie nicht von Anfang an zur Verfügung gestellt worden waren. Auch eine DNA-Analyse konnte aufgrund methodischer Probleme nicht in allen entnommenen Blutproben durchgeführt wer​den. 

Die erhobenen Befunde wurden den Zuchtverbänden bzw. den Besitzern von Hengsten im Privatbesitz in Form eines Formblattes mitgeteilt (siehe Anlage 1). Aufgrund der erhobenen Befunde wurden bei Hengsten, die klinische Anzeichen von Fertilitätsstörungen oder mit dem Samen bzw. beim Deckakt übertragbaren Krankheiten trugen, eine Behandlungsemp​fehlung erarbeitet. Die Behandlung erfolgte dann durch den Haustierarzt des Hengsthalters und wurde nachfolgend auch von diesem kontrolliert. Einige Hengste wurden zur Nachunter​suchung auch den Versuchsanstellern vorgestellt.

Übersicht 1: Verteilung der untersuchten Norikerhengste nach Bundesländern





Burgenland


  -





Kärnten


35





Niederösterreich

14





Oberösterreich

19





Salzburg


40





Steiermark


14





Tirol



12





Vorarlberg


  5





gesamt

         139

1.
Ergebnisse der klinisch-andrologischen Untersuchung

Bei den untersuchten Norikerhengsten waren die Hoden im Mittel entsprechend dem höhe​ren Körpergewicht dieser Rasse größer als bei Warmbluthengsten. Pathologisch-anatomi​sche Abweichungen waren selten. Bei einem Hengst (Fritz Elmar, 17 Jahre) wurde ein kindskopfgroßer Hodentumor festgestellt. Bei 20 von 132 Hengsten, die diese Untersuchung zuließen, konnten bei der Palpation der äußeren Geschlechtsorgane im Bereich der Hoden und Nebenhoden Veränderungen festgestellt werden, die auf eine abgeheilte Entzündung schließen ließen. Dabei wurden in insgesamt 16 Fällen im Bereich des Nebenhodenschwan​zes knotige Zubil​dungen palpiert. Bei diesen Knötchen handelt es sich wahrscheinlich um Narben einer abgeheilten Nebenhodenentzündung. Diese kann einerseits durch wandernde Parasitenlar​ven (Strongyloides) verursacht werden, nicht auszuschließen als Ursache ist aber auch eine Infektion mit dem Druseerreger (Sc. equi subsp. equi). Diese Infektion kann sich als soge​nannte “Deckdruse” auch in den Geschlechtsorganen manifestieren. In 5 Fällen wurde Sc. equi subsp. equi gleichzeitig mit den knotigen Veränderungen in mindestens ei​nem Pe​nistupfer und/oder im Samen nachgewiesen. Dieser Nachweis wurde in allen Fällen als Indi​kation für eine antibiotische Therapie angesehen. Eine altersmäßige Zuordnung die​ser Ver​änderungen war nicht festzustellen.

Bei fast allen Hengsten konnte eine gute bis sehr gute Libido sexualis festgestellt werden. Der größte Teil der Hengste wurde zur Samenentnahme zum Aufsprung auf eine rossige Stute stimuliert. An einigen Stationen konnte auch ein Phantom zur Samenentnahme ver​wendet werden, das von vielen Hengsten als Sprungpartner akzeptiert wurde. In einigen Fällen (24 von 139 Hengsten) war eine Samenentnahme trotz mehrfacher Versuche nicht möglich. Dies war zum Teil durch Umweltbedingungen (schlechte Standbereitschaft der Sprungpart​nerin, extrem kalte Außentemperaturen) bedingt, teilweise erwies sich die künstli​che Scheide Modell Hannover zu klein für einige Norikerhengste, so daß die Reflexkette nicht bis zur Ejakulation ablief. In diesen Fällen mußte auf eine Untersuchung der Ejakulat​ei​genschaften verzichtet werden, alle weiteren Befunde wurden jedoch erhoben, bakteriolo​gisch wurde anstatt des Samens dann Vorsekret untersucht. Hinsichtlich der Möglichkeit ei​ner Samenentnahme mit Hilfe der künstlichen Scheide war eine deutliche Altersabhängigkeit festzustellen. So konnte bei 95% (21 von 22) der Hengste der Altersgruppe 2 und 3 Jahre die Sa​menentnahme durchgeführt werden, während der Anteil der Tiere, die eine Sa​menentnahme zu​ließ, mit zunehmendem Alter abnahm. In der Gruppe der mindestens 10jährigen Hengste ejakulierten 14 von 32 Hengsten (42%) nicht in die künstliche Scheide. Dies ist dadurch zu erklä​ren, daß bei unerfahrenen Hengsten die zur Ejakulation führende Reflexkette leichter aus​zulösen ist, da der Unterschied zu den natürlichen Gegebenheiten von diesen Hengsten nicht so deutlich wahrgenommen wird. Althengste sind gegen eine Manipulation, wie sie für die Samenentnahme mit der künstlichen Vagina notwendig ist, of​fensichtlich wesentlich sensibler. Dieses Ergebnis zeigt auch, daß eine Samenun​tersuchung bei Junghengsten mit großer Wahrscheinlichkeit durchgeführt werden kann. Voraussetzung ist allerdings, daß die Hengste bereits eine ausreichende Libido an der ros​sigen Stute zei​gen. 

2.
Samenqualität

Hinsichtlich der Samenqualität der als geschlechtsgesund klassifizierten Norikerheng​ste konnten gewisse Abweichungen gegenüber der Samenqualität von Warmbluthengsten fest​gestellt werden. So wurden bei den Norikerhengsten ein durchschnittliches Ejakulatvo​lumen von 91 ml bei einer durchschnittlichen Spermiendichte von 243 Millionen pro ml gefunden. Die mittlere Spermiengesamtzahl von 21,0 Milliarden ist größer als bei Warm​bluthengsten. An​dererseits ist der Anteil der formnormalen Samenzellen mit im Mittel 38% und der Anteil der motilen Samenzellen mit 50% niedriger als der für frucht​bare Warmbluthengste gefor​derte Mindestgehalt (siehe Übersicht 2)

Übersicht 2: 
Mittelwerte verschiedener Ejakulatparameter, die bei Norikerhengsten (n=103) in der österreichischen Landeszucht ermittelt wurden im Vergleich zu an Warmbluthengsten erhobenen Durchschnittswerten

	
	Parameter
	Noriker

(Mittelwert ( SD)

	Warmblut

(physiologische Schwankungsbreite)

	
	Ejakulatvolumen  (ml)
	90,8 ( 55,1
	20-120

	
	Dichte (Mio/ml)
	243,0 ( 113,7
	30-300

	
	Spermiengesamtzahl (Mrd)
	21,0 ( 23,7
	3-20

	
	Formnormale Samenzellen (%)
	38,1 ( 17,7
	60-90

	
	Motile Samenzellen (%)
	50,4 ( 22,6
	60-90


Zeigten Hengste hinsichtlich der Spermienmotilität oder hinsichtlich des Anteils an formnor​malen Samenzellen eine Abweichung von mehr als einer Standardabweichung gegenüber diesen Mittelwerten, wurden ihre Ejakulate als abweichend in diesem Parameter beurteilt. Es wurde eine signifikante Korrelation hinsichtlich des Vorkommens von Hengsten mit gleich​zeitig verminderter Samenmotilität und vermindertem Auftreten von formnormalen Samen​zellen ermittelt (R=0,86, p<0,001). Dabei zeigten diese Veränderungen eine deutliche Al​tersabhängigkeit, d.h. in der Gruppe der 2- und 3-jährigen Hengste wurden keine Tiere mit abweichender Samenmotilität und –morphologie gefunden, während bei den 10jährigen und älteren Hengsten 45% der Hengste, bei denen eine Samenentnahme durchgeführt werden konnte, Abweichungen in der Motilität und 56% Abweichungen in der Morphologie zeigten (jeweils p<0,05). 
Übersicht 3: Mittelwerte verschiedener Ejakulatparameter ((Standardabweichung) im Blutplasma bei Norikerhengsten aufgeteilt nach Altersgruppen

	Parameter
	2-3 Jahre

(n=21)
	4-6 Jahre 

(n=41)
	7-9 Jahre 

(n=23)
	>9 Jahre

(n=19)



	Volumen (ml)
	80,7 ( 44,5
	80,0 ( 47,2
	96,9 ( 40,1
	117,3 (83,7



	Dichte (ml)
	212 ( 75
	264 ( 136
	247 ( 98
	224 ( 108



	SGZ (Mrd.)
	15,8 ( 7,8*
	22,6 ( 36,5
	21,6 ( 6,9
	22,7 ( 11,3



	Motile SZ (%)
	61 ( 12*
	49 ( 23
	51 ( 22
	40 ( 27



	Formnorm. SZ (%)
	41 ( 14
	40 ( 19
	36 ( 17
	31 ( 18


*signifikanter Unterschied zu den übrigen Gruppen (p<0.05)

Es konnte für keinen der untersuchten Samenparameter eine Korrelation zum mittels DNA-Analyse ermittelten Heterozygotiegrad festgestellt werden. Auch nach alters​mäßiger Kor​rektur der Werte waren keine Zusammenhänge festzustellen. Dies zeigt, daß die festge​stellten Abweichungen der Samenqualität von Kaltbluthengsten im Vergleich zu Warmblut​hengsten rassebedingt und nicht auf eine vermehrte Inzucht zurückzuführen sind. Leider wa​ren die von den einzelnen Hengsten erreichten Trächtigkeits- und Abfohlraten (kaum Träch​tigkeitsuntersuchungen bei den Stuten, nur ein kleiner Teil der Fohlen wird von den Zucht​verbänden registriert, der Großteil geht in die Fleischproduktion) nicht zu ermitteln und daher auch nicht in Verhältnis zu den spermatologischen Parametern zu setzen. Es ist aber anzu​nehmen, daß die bezüglich Spermienmotilität und –morphologie schlechtere Qua​lität des Samens von Kaltbluthengstern aufgrund der großen Spermiengesamtzahl ohne Probleme ausgeglichen wird und Norikerhengste daher den Hengsten anderer Rassen ver​gleichbare Fruchtbarkeitsergebnisse erzielen. 

3.
Vorhandensein bakterieller Krankheitserreger und Kommensalen 

3.1. 
Bedingt pathogene Bakterien

Sofern keine klinisch nachweisbaren Veränderungen an den Genitalorganen oder Verände​rungen der Samenqualität vorliegen, müssen die meisten Bakterien, die auf den Genital​schleimhäuten oder im Samen nachgewiesen werden, als Schleimhautkommensalen be​wertet werden. Viele dieser Bakterien weisen dabei einen bedingt pathogenen Charakter auf, d.h. sie können bei Änderungen der Resistenzlage des Hengstes oder bei geringer Im​munokompetenz der von ihm belegten Stute zu Krankheitserscheinungen führen. Bedingt krankmachende Bakterien wurden in diesem Projekt bei einem verhältnismäßig großem Anteil der Hengste in Samenproben und/oder Penistupfern gefunden. Haupterreger waren hierbei Staphylokokken, bei 7 Hengsten wurde der Erreger der Druse (Streptococcus equi sub​spe​cies equi) im Samen gefunden. Sc. equi zooepidemicus, häufiger Er​reger von Ge​bärmutterentzündungen bei der Stute, trat bei 6 Hengsten auf.

Eine antibiotische Behandlung wurde bei 22 der 136 Heng​ste, das entspricht 16%, empfoh​len. Diese Hengste wiesen zusätzlich zum positiven bakteriologischen Befund eine sehr schlechte Samenqualität auf oder zeigten Veränderungen an Hoden oder Nebenhoden. Die Therapie der bakteriellen Infektion wurde nach einer von uns schriftlich vorgeschlagenen Behandlungsempfehlung vom Haustierarzt durchgeführt. In der Regel wurde eine minde​stens fünftägige systemische Antibiose mit ei​nem gegen die betreffenden Keime wirksamen Antibiotikum vorgeschlagen. Eine Nachkon​trolle erfolgte durch erneute Tupferentnahmen durch den Haustierarzt, in einigen Fällen wurden die Nachuntersuchungen auch durch die Projektlei​terin durchgeführt. Eine Besse​rung der Samenqualität oder Freisein von bedingt krankma​chenden Erregern konnte in allen nachuntersuchten Fällen nachgewiesen werden. 

Übersicht 4: 
Vorkommen von bedingt krankmachenden bakteriellen Erregeren in Pe​nistupfern und Samen bzw. Vorsekret von Norikerhengsten (n=139)



Staphylokokken (Staph. aureus)

27



Strept. equi sub. equi


  
  7



Strept. equi sub. zooepidemicus

  6



E. coli




  
  7



Pseudomonaden



  2




davon behandlungswürdig

22 (16%)

Ein bekannter equiner Schleimhautkommensale, der weder bei Hengsten noch bei Stuten zu Erkrankungen des Genitaltraktes führt, ist Rhodococcus equi. Dieser Keim hat als Erreger von Atemwegserkrankungen bei Fohlen eine gewisse Bedeutung und wird gelegentlich als Aborterreger nachgewiesen. Ein Vorhandensein von Rhodococcus equi auf den Genital​schleimhäuten von Hengsten in diesem Projekt kann daher Aufschluß über die Verbreitung dieses Keimes in der österreichischen Norikerpopulation und damit über eine potenti​elle Gefährdung der Fohlen geben. 

Übersicht 5: Verteilung der auf Rhodococcus equi untersuchten Hengste (n=116) und der Hengste mit Nachweis dieses Keimes in mindestens einer Tupferprobe (n=56) auf die einzelnen Bundesländer 

	Bundesland
	Auf Rhodococcus equi un​ter​suchte Hengste

(n)
	Für Rhodococcus equi po​sitive Hengste

(n)

	Niederösterreich
	6
	2 (33%)

	Oberösterreich
	5
	4 (80%)

	Tirol u. Vorarlberg
	17
	2 (12%)a

	Kärnten
	34
	28 (82%)b

	Salzburg
	39
	18 (46%)b

	Steiermark
	15
	2 (13%)a


a,b: p<0,05

Beim Nachweis von Rhodococcus equi zeigte sich eine signifikante Korrelation zum Standort (R=0,3, p=0,001), in Tirol und Vorarlberg (für diese Auswertung zusammengefaßt) sowie der Steiermark hatten signifikant weniger Hengste diesen Keim auf den Schleimhäuten als in Kärnten und Salzburg. Die Anzahl der in Nieder- und Oberösterreich auf diesen Keim unter​suchten Hengste ist für eine statistische Auswertung zu gering. Die Ergebnisse zeigen, daß dieser Keim regional eine unterschiedliche Verbreitung aufweist und damit auch die Infekti​onsgefahr für Fohlen entsprechend unterschiedlich ist. Es ist denkbar, daß zum Beispiel kli​matische Unterschiede für dieses unterschiedliche Vorkommen dieses Schleimhautkom​mensalen verantwortlich sind.  

3.2.
Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis ist der Erreger der Vaginose und assoziierter Krankheitsbilder des Menschen. Über ein Vorkommen dieses Keimes auf den Genitalschleimhäuten des Pferdes ist bislang wenig bekannt, er konnte aber in Einzelfällen bereits bei Stuten nachgewiesen werden. Es wurde daher bei einem Großteil der Hengste (n=119) in den entnommenen Ge​nitalschleimhauttupfern auf das Vorkommen dieses Keimes untersucht, er konnte aber in keinem der Fälle nachgewiesen werden. Gardnerella vaginalis kann daher als Schleimhaut​kommensale beim Pferd ausgeschlossen werden. Es ist jedoch vorstellbar, daß es in Ein​zelfällen zu einer Übertragung dieses Keimes vom Menschen auf das Pferd kommt und er bei gestörter Resistenzlage zu Infektionen des Genitaltraktes führen kann. 

3.3.
Mykoplasmen

Mykoplasmen sind Mikroorganismen, die beim Pferd wiederholt mit In- bzw. Subfertilität oder Aborten in Beziehung gebracht werden konnten. Inwieweit diese jedoch als Kommensalen die Schleimhaut besiedeln, ohne zu Krankheitserscheinungen zu führen oder in wiefern ihr Vorkommen mit dem anderer Bakterien vergesellschaftet ist, ist bislang nicht bekannt. Es wurden daher bei einem Großteil der Hengste (n=119) die Genitaltupfer und Samenproben bzw. teilweise alternativ Vorsekretproben sowohl mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) als auch kulturell auf Mykoplasmen untersucht. Wurden kulturell Mykoplasmen nachgewie​sen, konnten diese weiter spezifiziert werden. Von den insgesamt 453 untersuchten Proben waren 82% mittels PCR positiv, dabei wurden bei 116 Hengsten (97,5%) Mykoplasmen bzw. andere Mollicutes in mindestens einer Lokalisation nachgewiesen. Eine kulturelle Isolierung der Mykoplasmen war in 125 von 372 Fällen zusätzlich möglich. Vorherrschend waren M. equigenitalium und M. subdolum. Korrelationen zwischen Samenqualität und dem Vorkom​men von Mykoplas​men auf Genitalschleimhäuten oder im Samen konnten jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen, daß Mykoplasmen häufig vorkommende Kommensalen auf den Genitalschleimhäuten von Hengsten sind, ohne klinische Krankheits​erscheinungen zu ver​ursachen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daß sie bei resistenzgeschwäch​ten Stuten durch Übertragung beim Deckakt zu Fertilitätsstörungen auf​grund von uterinen Infektionen führen können. 
Übersicht 6: Nachweis von Mykoplasmen mittels PCR und Kultur in unterschiedlichen Lokalisationen des Genitaltraktes bei Norikerhengsten (n=116)

	Lokalisation
	PCR positiv
	Kultur positiv

	Urethra (n=113)
	94 (83%)
	36 (32%)

	Fossa urethralis (n=113)
	107 (95%)
	45 (40%)

	Penisschaft (n=109)
	78 (72%)
	21 (19 %)

	Samen (n=97)
	78 (80%)
	21 (22%)

	Vorsekret (n=21)
	18 (86%)
	6 (29%)


Hinsichtlich des Nachweises von Mykoplasmen wurden mithilfe der PCR signifikant mehr positive Proben gefunden als mittels Kultur. Dabei muß aber beachtet werden, daß die PCR nicht nur Mykoplasmen, sondern auch andere Keime der Gattung Mollicutes nachweist, wäh​rend in der Kultur die Spezifizierung ein​deutig möglich ist. 

Übersicht 7: Häufigkeiten der einzelnen Mykoplasmen-Spezies (Mycoplasma und Acholeplasma) in den untersuchten Proben (n=438)

	Mykoplasmen-Spezies
	Proben, in denen diese Spezies kulturell nachgewiesen werden konnte (n)

	M. arginini
	8 

	M. equigenitalium
	87 

	M. equirhinis
	31 

	M. felis
	8

	M. subdolum
	69

	M. salivarium
	5

	A. granularum
	4

	A. hippikon
	3

	A. equifetale
	4 

	A. axanthum
	3 

	A. modicum
	4 


Die Übersicht macht deutlich, daß M. equigenitalium und M equirhinis sowie M. subdolum die auf den Genitalschleimhäuten des Hengstes vorherrschenden Mykoplasmen-Spezies sind. M. equigenitalium und M. equirhinis treten dabei häufig gemeinsam auf, der kulturelle Nachweis war positiv korreliert (r=0,54, p<0,001). Signifkante Korrelationen hinsichtlich des gleichzeitigen Vorkommens von Mykoplasmen mit anderen bedingt pathogenen Bakterien konnten jedoch nicht nachgewiesen werden. 

Übersicht 8: Häufigkeiten der einzelnen Mykoplasmen-Spezies (Mycoplasma und Acholeplasma) bei den untersuchten Hengsten

	Mykoplasmen-Spezies
	Hengste, bei denen diese Spezies in 

min​destens einer Probe kulturell nachgewiesen werden konnte 

	M. arginini
	7

	M. equigenitalium
	53

	M. equirhinis
	26

	M. felis
	8

	M. subdolum
	43

	M. salivarium
	5

	A. granularum
	4

	A. oculi
	7

	A. hippikon
	3

	A. equifetale
	2

	A. axanthum
	3

	A. modicum
	2


Dabei wurden insgesamt bei 63 der 119 auf Mykoplasmen untersuchten Hengste kulturell Mykoplasmen nachgewiesen, wobei bei 48 Hengsten mehr als eine Mykoplasmen-Spezies gleichzeitig auftrat. Es wurden positive Korrelationen für das gleichzeitige Auftreten von M. equigenitalium und M. subdolum (R=0,59, p<0,001), M. subdolum und M. salivarium (R=0,40, p<0,001), sowie M. argini mit Acholeplasma granularum (R=0,35, p<0,001) und mit A. oculi (R=0,39, p<0,001) berechnet. Der Nachweis von Mykoplasmen war dabei nie an das Auf​treten von klinisch nachweisbaren Veränderungen der Genitalorgane oder Veränderun​gen in der Samenqualität gebunden. 

Übersicht 9: Verteilung der auf Mykoplasmen untersuchten Hengste (n=119) und der Hengste mit kulturell positiven Mykoplasmennachweis (n=63) auf die einzelnen Bun​desländer 

	Bundesland
	Auf Mykoplasmen untersuchte Hengste

(n)
	Kulturell für Mykoplasmen positive Hengste

(n)

	Niederösterreich
	6
	5 (83%)

	Oberösterreich
	5
	1 (20%)

	Tirol u.  Vorarlberg
	17
	3 (18%)a

	Kärnten
	34
	20 (59%)b

	Salzburg
	39
	27 (69%)b

	Steiermark
	15
	7 (47%)


a,b: p<0,05

Hinsichtlich des kulturellen Nachweises von Mykoplasmen bestand bei den Hengsten eine signifikante Korrelation zum Standort (R=0,27, p<0,01)., wobei in den Bundesländern Kärn​ten und Salzburg signifikant mehr Hengste mindestens eine Probe, die kulturell positiv für Mykoplasmen war, aufwiesen als in Tirol und Vorarlberg (für die statistische Berechnung zu​sammengefaßt). Eine Ursache für dieses regional unterschiedliche Auftreten von Myko​plasmen als Schleimhautkommensalen ist nicht bekannt, auch hier könnten wiederum klima​tische Einflüsse eine Rolle spielen. 

4. 
Vorkommen von Viruserkrankungen 

4.1.
Equines Herpesvirus Typ 3 (EHV-3)

Das Equine Herpesvirus Typ 3 kann beim Pferd zum sogenannten Bläs​chenausschlag, einer Entzündung der Genitalschleimhäute führen. Der Erreger kann beim Deckakt von einem kli​nisch erkrankten Tier auf den Sexualpartner übertragen werden. Besonders beim Hengst führt die Erkrankung häufig zu bakteriellen Sekundärinfektionen mit Balanoposthitis. Die Er​krankung ist anzeigepflichtig, erkrankte Tiere sind für den Einsatz im natürlichen Deckakt für den Zeitraum der Erkrankung, mindestens aber für 4 Wochen ge​sperrt. Daher führt die Er​krankung zu wirtschaftlichen Verlusten, weil erkrankte Deckhengste für längere Zeit nicht in der Zucht eingesetzt werden können. Die Stutenhalter warten die Gesundung des Hengstes häufig nicht ab, sondern wechseln zu einem anderen Hengst. Dadurch treten Einbußen in den Deckeinnahmen auf. Haben sich Hengste einmal infiziert, kann die Erkrankung lebens​lang wieder auftreten. Virusträger sind aufgrund ihres positiven Antikörpertiters zu erkennen. 

Auf Antikörper gegen EHV-3 wurden 136 Hengste untersucht, bei 27% (37 von 136) konnte ein positiver Antikörpertiter nachgewiesen werden. Keiner der Hengste zeigte zum Zeit​punkt der Untersuchungen klinische Anzeichen des Bläschenausschlages. Diese Vi​ruserkrankung ist in der Norikerpopulation damit relativ stark verbreitet. Teilt man die seropositiven Hengste in Altersgruppen auf, so wird deutlich, daß bei den 2- bis 3jährigen Hengsten 6%, bei den 4-6jährigen Hengsten 24% und bei den 7-9jährigen bzw. mindestens 10jährigen Hengsten 38 und 45% der Tiere seropositiv sind (p<0,05). Das Risiko einer Infektion steigt also mit der Anzahl der Deckeinsätze eines Hengstes. Um die Anzahl der Virusträger, also seropositiven Hengste auf Dauer zu reduzieren und damit wirtschaftliche Verluste zu vermeiden, sollten Stuten, die zur Bedeckung anste​hen, von den Hengsthalter eingehend auf das Vorhandensein von klinischen Sympto​men dieser Erkrankung untersucht werden. Durch die charakteristischen Bläschen im Bereich der Scham ist diese Erkrankung auch für den Laien relativ leicht erkennbar. Sofern seronegative Hengste nur klinisch gesunde Stuten decken, ist die Wahrschein​lichkeit ei​ner Infektion des Hengstes und damit die weitere Ausbreitung dieser Erkran​kung durch den Hengst relativ gering. 

Übersicht 10: Vorkommen von durch Viren verursachten Erkrankungen, die bei der Bedeckung/Besamung übertragen werden können, bei Norikerhengsten in der öster​reichischen Landeszucht (n=139)

Equine Virusarteritis (EAV)

serologisch positiv
31 (23%)






Virusausscheider
  3 (  5%)

Equines Herpesvirus Typ 3

serologisch positiv
37(27%)

(Bläschenausschlag)


klinisch erkrankt
  0

Übersicht 11:Altersabhängige Verteilung der gegen Equines Arteritisvirus bzw. Equi​nes Herpesvirus Typ 3 serologisch posi​tiven Hengste

	Alter (Jahre)
	EAV positiv
	EHV-3 positiv

	
	(jeweils % der untersuchten Hengste)

	2-3
	7 (41,2%)
	1 (5,9%)a

	4-6
	7 (17,1%)b
	10 (24,4%)b

	7-9
	4 (13,8%)b
	11 (37,9%) b

	>9
	11 (37,9%)b
	13 (44,8%) b



  a,b p<0,05

4.2.
Equine Virusarteritis (EAV)

Die Equine Virusarteritis (EAV) ist eine Virusinfektion, die bei erwachsenen Pferden zu einer Entzündung der Gefäße führt und dadurch in der Regel milde Symptome einer Erkrankung des Respirationstraktes und der Bindehäute, eventuell auch Ödembildungen hervorruft. Werden tragende Stute infiziert, kann es zu Aborten kommen. Die Übertragung der Infektion erfolgt in der Regel oronasal. Werden Hengste infiziert, so kann das EAV-Virus lebenslang in den akzessorischen Geschlechtsdrüsen persistieren. Es wird dann beim Deckakt auf das weibliche Tier übertragen und kann zur Infektion führen. Es besteht daher die Möglichkeit, daß von Virusauscheidern belegte Stuten die Erkankung in einen Zuchtstutenbestand ein​schleppen und tragende Stuten anstecken, so daß diese nachfolgend abortieren. Eine Imp​fung gegen diese Erkrankung ist in Österreich zur Zeit nicht zugelassen. 

Gegen das Equine Arteritisvirus lagen bei 23% der Norikerhengste Antikörper vor, d.h. daß diese Tiere einmal eine EAV-Infektion durchgemacht haben. Eine Virusaus​scheidung wurde aber nur bei 3 Heng​sten nach​gewiesen. Aufgrund der Empfehlung der Projektleiterin wurden diese Hengste von den Zuchtverantwortlichen aus der Zucht ge​nommen. Bei der Verteilung der EAV-seropositiven Hengste wurden deutliche regionale Un​terschiede gefunden, wobei im Westen Österreichs (Tirol und Vorarlberg) signifikant mehr Hengste serologisch positiv wa​ren als in den anderen Bundes​ländern. Bei einer altersmäßi​gen Gruppierung der Hengste fiel auf, daß signifikant mehr Hengste der Altersgruppe 2- und 3jährige (41%) sowie minde​stens 10jährige (38%) seropositiv waren als in den Gruppen der 4- bis 6- (17%) und 7- bis 9jährigen Tiere (14%). 

Mit 23% seropositiven Tieren hat EAV in der österreichi​schen Norikerzucht derzeit keine allzu große Verbreitung. Gemäß Literaturangaben liegt der Anteil seropositiver Tiere in der Warmblutpopulation bei über 40%, in der Traberpopulation noch höher, wobei auch der An​teil der Virus-ausscheidenden Hengste höher ist. EAV hat diesen Ergebnissen zufolge als potentieller Aborterreger in der österreichischen Norikerzucht eine untergeordnete Rolle. Der Nachweis von virus-ausscheidenden Hengsten in 3 Fällen und der Ausschluß dieser Heng​ste von der Zucht wird dazu beitragen, daß sich EAV auf venerischem Wege in geringerem Ausmaß als bisher (nämlich nur mehr durch neu infizierte Hengste) ausbreiten wird. 

Übersicht 12: Regionale Verteilung der EVA-positiven Norikerhengste



Kärnten



5/35 (14%)



Niederösterreich


3/14 (21%)



Oberösterreich


3/18 (16%)



Salzburg



6/40 (15%)



Steiermark



3/15 (20%)



Tirol




7/12 (58%)



Vorarlberg



  4/5 (80%)
5.
DNA-Mikrosatelliten-Analysen

Insgesamt standen Blutproben (EDTA-Blut) von 134 Norikerhengsten für die DNA-Untersu​chung zur Verfügung. Es wurden 12 pferdespezifische DNA-Mi​krosatellitenmarker, die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind, mit Hilfe der Po​lymerasekettenreaktion (PCR) typisiert (Übersicht 13). Die verwendeten variablen Marker entsprechen dem Markersatz ei​nes kommerziellen Testsystems ("StockMarks for Horses", Applied Biosystems, Wien), wel​ches weltweit zur Abstammungskontrolle bei Pferden ver​wendet wird. Der Vorteil dieses Satzes besteht darin, daß die Marker in sogenannten "Multi​plex-PCRs" zeitsparend gemein​sam amplifiziert und typisiert werden können. Für die Ampli​fikation der Mikrosatelliten wur​den fluoreszenzfarbstoffmarkierte Primer verwendet, welche die Typisierung der Marker auf einem halbautomatischen Kapillarelektrophoresegerät (ABI310, Applied Biosystems) er​laubten. Für die Auswertung der Mikrosatellitendaten wur​den die Softwareprogramme (Ge​neScan 2.1, Genotyper 2.0; Applied Biosystems) verwen​det.

Die erhobenen Genotypendaten von 110 Norikerhengste, für die mindestens 11 verschie​dene Mikrosatellitenmarker typisiert werden konnten, dienten als Grundlage für die Berech​nung von verschiedenem poplulationsgenetischen Parametern, wie z.B. der Alleldiversität, der Heterozygotierate oder von Fis-Werten (Hartl & Clark 1989). Um die berechneten Werte besser einordnen zu können, wurden zum Vergleich zugängliche Daten von Lipizzanern (BMLF-Projekt 1083/87), Quarter Horses (Bowling et al. 1997) sowie von Englischem Voll​blut, Trakehnern, Haflingern, Holsteinern und Hannoveranern (Wimmers et al. 1998) heran​gezogen. Für 24 Norikerhengste konnten auf Grund von Amplifikationsproblemen bei der PCR weniger als 11 Mikrosatellitenmarker typisiert werden. Die unvollständigen Daten dieser Hengste wurden für die populationsgenetische Auswertung nicht berücksichtigt. 

Übersicht 13: Details zu den bei Norikern untersuchten DNA-Mikrosatellitenmarkern

	Marker
	Chromosom
	Acc. no
	5´- Primersequenzen –3´
	Farbstoff
	Allellänge [bp]

	VHL20
	30
	X75970
	caagtcctcttacttgaagactag

aactcagggagaatcttcctcag
	FAM
	86-105

	HTG4
	9
	AF169165
	ctatctcagtcttgattgcaggac

ctccctccctccctctgttctc
	FAM
	127-140

	AHT4
	24
	-
	aaccgccgtagcaaggaagt

gctcccagagagtttaccct
	FAM
	144-162

	HMS7
	1
	X74636
	caggaaactcatgttgataccatc

tgttgttgaaacataccttgactgt
	FAM
	171-184

	HTG10
	21
	AF169294
	caattcccgccccacccccggca

tttttattctgatctgtcacattt
	HEX
	84-106

	HTG7
	4
	AF169291
	cctgaagcagaacatccctccttg

ataaagtgtctgggcagagctgct
	HEX
	118-126

	HMS3
	9
	X74632
	ccaactctttgtcacataacaaga

ccatcctcactttttcactttgtt
	HEX
	149-169

	HMS2
	10
	X74631
	cttgcagtcgaatgtgtattaaatg

acggtggcaactgccaaggaag
	HEX
	217-236

	HTG6
	15
	AF169167
	cctgcttggaggctgtgataagat

gttcactgaagttcaaattctgct
	TET
	78-97

	AHT5
	6
	-
	acggacacatccctgcctgc

gcaggcttagggggctcagc
	TET
	123-138

	HMS6
	4
	X74635
	gaagctgccagtattcaaccattg

ctccatcttgtgaagtgtaactca
	TET
	157-168

	ASB2
	15
	X93516
	ccactaagtgtcgtttcagaagg

cacaactgagttctctgatagg
	TET
	235-251


Acc. no.: GenBank Accession number (http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/Genbank/index.html)

5.1.
Variabilität der untersuchten DNA-Mikrosatellitenmarker

Insgesamt wurden für die 12 untersuchten Marker beim Noriker 82 verschiedene Allele iden​tifiziert. Die mittlere Anzahl an Allelen/Marker betrug 6,83 (Maximum: 9; Minimum 4). Zum besseren Vergleich ist in Übersicht 14 und Abbildung 1 die Alleldiversität des Norikers der anderer Rassen gegenübergestellt. 

Die Anzahl an Markerallelen unterschied sich zwischen den Rassen signifikant (p<0,001). Holsteiner und Quarter Horses wiesen eine höhere Diversität auf als Englisches Vollblut und Haflinger (p<0,05). Die Alleldiversität der anderen Rassen zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede. 

Die beobachtete Heterozygotierate der untersuchten Marker variierte bei Norikern von 35% bis 76% (Übersicht 15). Die mittlere Heterozygotie, die wie die Alleldiversität ein Maß für die genetische Diversität einer Rasse oder Population darstellt, betrug 63%. Beim Vergleich zwischen der Heterozygotie des Norikers mit der anderer Rassen (Übersicht 15, Abbildung 2) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Rassen festgestellt werden. So​wohl die Alleldiversität als auch die Heterozygotie des Norikers zeigten im Vergleich zu an​deren Rassen keine besonderen Auffälligkeiten. 

Übersicht 14: Alleldiversität bei Norikern und anderen Pferderassen

	Marker
	Eng. Vollblut
	Trakehner
	Haflinger
	Holsteiner
	Hannoveraner
	Quarter

Horse
	Lipizzaner
	Noriker

	
	(n=36)
	(n=72)
	(n=56)
	(n=632)
	(n=192)
	(n=8850)
	(n=561)
	(n=110)

	AHT4
	5
	5
	6
	8
	7
	11
	7
	6

	AHT5
	5
	5
	6
	8
	8
	11
	6
	8

	ASB2
	9
	9
	5
	13
	13
	-
	7
	7

	HMS2
	5
	6
	5
	8
	10
	-
	8
	7

	HMS3
	9
	9
	7
	10
	8
	10
	7
	7

	HMS6
	4
	5
	5
	7
	7
	8
	6
	6

	HMS7
	6
	6
	5
	8
	7
	9
	7
	7

	HTG10
	10
	10
	8
	12
	12
	13
	10
	9

	HTG4
	4
	6
	6
	8
	8
	8
	6
	7

	HTG6
	5
	8
	5
	13
	9
	10
	6
	5

	HTG7
	3
	5
	4
	5
	5
	5
	3
	4

	VHL20
	7
	10
	10
	12
	11
	10
	9
	9

	Summe
	72
	84
	72
	112
	105
	95
	82
	82

	Mittelwert
	6,00
	7,00
	6,00
	9,33
	8,75
	9,50
	6,83
	6,83

	SD
	2,26
	2,04
	1,65
	2,61
	2,34
	2,17
	1,75
	1,47


Stichprobenumfang in Klammern. SD: Standardabweichung
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Abbildung 1: Alleldiversität (Mittelwert für 12 Mikrosatellitenmarker ± 95% Konfiden​z​intervall [KI] bei Norikern und anderen Pferderassen.

Ingesamt ließ sich für den Noriker unter Berücksichtigung aller Marker ein leichter Homozy​gotenüberschuß gegenüber dem Erwartungswert aus dem Hardy-Weinberg-Gesetz nach​weisen (Fis-Wert = 0,041). Der Homozygotenüberschuß wurde insbesondere durch zwei Marker, HMS3 und VHL20, verursacht. Für den Marker HMS3 könnte, wie es zum Beispiel beim Lipizzaner der Fall ist (Achmann et al. 2001), auch bei Norikern ein nicht nachweisba​res Mikrosatellitenallel (“Nullallel”) existieren, sodass manche als homozygot eingestufte Tiere tatsächlich heterozygot für ein nachweisbares und das Nullallel sind. Ein ähnliches Problem könnte auch für den Marker VHL20 vorliegen. Damit würde der Anteil an tatsächlich homozygoten Tieren gegenüber dem Erwartungswert aufgrund von methodischen Proble​men überschätzt werden. Eine eventuell beim Noriker vorliegende Inzuchtproblematik, die ebenfalls einen positiven Fis-Wert verursachen würde, erscheint als Erklärung für den beob​achteten Homozygotenüberschuß nicht wahrscheinlich.

Übersicht 15: Beobachtete Heterozygotierate bei Norikern und anderen Pferderassen 

	Marker
	Eng. Vollblut
	Trakehner
	Haflinger
	Holsteiner
	Hannoveraner
	Quarter

Horse
	Lipizzaner
	Noriker

	
	(36)
	(72)
	(56)
	(632)
	(192)
	(8850)
	(561)
	(110)

	AHT4
	0,61
	0,62
	0,79
	0,71
	0,68
	0,74
	0,73
	0,59

	AHT5
	0,61
	0,78
	0,73
	0,81
	0,77
	0,78
	0,75
	0,68

	ASB2
	0,61
	0,82
	0,63
	0,69
	0,82
	-
	0,77
	0,66

	HMS2
	0,50
	0,45
	0,63
	0,71
	0,64
	-
	0,74
	0,68

	HMS3
	0,77
	0,75
	0,80
	0,78
	0,83
	0,75
	0,78
	0,57

	HMS6
	0,72
	0,70
	0,63
	0,76
	0,68
	0,64
	0,64
	0,66

	HMS7
	0,81
	0,75
	0,66
	0,64
	0,83
	0,80
	0,75
	0,61

	HTG10
	0,64
	0,70
	0,71
	0,73
	0,77
	0,83
	0,68
	0,71

	HTG4
	0,47
	0,62
	0,63
	0,61
	0,66
	0,65
	0,66
	0,76

	HTG6
	0,72
	0,75
	0,13
	0,72
	0,78
	0,71
	0,57
	0,35

	HTG7
	0,78
	0,66
	0,55
	0,70
	0,63
	0,64
	0,65
	0,71

	VHL20
	0,72
	0,70
	0,82
	0,85
	0,78
	0,78
	0,77
	0,67

	Mittelwert
	0,66
	0,69
	0,64
	0,73
	0,74
	0,73
	0,71
	0,64

	SD
	0,11
	0,10
	0,18
	0,07
	0,08
	0,07
	0,07
	0,11


Stichprobenumfang in Klammern. SD: Standardabweichung
Abbildung 2: Beobachtete Heterozygotierate (Mittelwert für 12 Mikrosatellitenmarker ± 95% Konfidenzintervall [KI] bei Norikern und anderen Pferderassen.
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5.2.
Abstammungsüberprüfung mit Hilfe von DNA-Mikrosatellitenmarkern

Die Ergebnisse der Untersuchung, zeigten daß der vorliegende Satz von 12 Mikrosatelliten​marken sehr gut für die Abstammungsüberprüfung beim Noriker eingesetzt werden könnte (Übersicht 16). Wenn beide Elterntiere für den Test zur Verfügung stehen und die Abstam​mung für ein Elternteil als gesichert angesehen werden kann und keine Verwandtschaft zwi​schen biologischen Eltern und Putativeltern besteht, wird eine Fehlabstammung des Nach​kommen mit einer Sicherheit von 99,90% erkannt (zur Berechnung der Ausschlußwahr​scheinlichkeiten siehe z.B. Jamieson 1994, Jamieson & Taylor 1997). Ist die Abstammung für beide Elternteile fraglich oder kann überhaupt nur ein Elternteil untersucht werden, liegt dieser Wert bei 97,68%. Selbst wenn für eine Vaterschaft zwei Brüder in Frage kommen, kann mit einer Sicherheit von etwa 95% der Nichtvater von der Vaterschaft ausgeschlossen werden (Voraussetzung: mütterliche Abstammung ist sicher und Mutter steht für den Test zur Verfügung). In schwierigeren Fällen, z.B., wenn als Putativ-Väter zwei Brüder in Frage kommen und die Mutter für den Test nicht zur Verfügung steht, nimmt die Sicherheit des Testsystems jedoch stark ab und es müssen daher zusätzliche Marker untersucht werden, um eine ausreichend hohe Testsicherheit zu gewährleisten. Generell ist es von Vorteil, wenn für die Abstammungssicherung von Zuchttieren immer beide Elternteile zur Untersuchung eingesandt werden, weil dann der Anteil an nicht nachgewiesenen Fehlabstammungen mi​nimiert werden kann. Dies trifft insbesondere dann zu, wenn es sich bei den Putativeltern um nahe verwandte Individuen handelt (Tabelle 4).

Übersicht 16: Wahrscheinlichkeit, mit der “falsche” Elternteile über die Analyse von 12 Mikro​satellitenmarkern von der Elternschaft ausgeschlossen werden können 

	Voraussetzung
	Ausschlußwahrscheinlichkeit

	• biologische Eltern und Putativeltern sind unverwandt 
	

	beide Elternteile können untersucht werden 

+ ein Elternteil gilt als sicher
	99,90 %

	beide Elternteile können untersucht werden 

+ kein Elternteil gilt als sicher
	97,68 %

	nur ein Elternteil kann untersucht werden
	97,68 %

	• biologische Eltern und Putativeltern sind Verwandte ersten Grades

 (z.B. Bruder-Bruder)
	

	beide Elternteile können untersucht werden 

+ ein Elternteil gilt als sicher
	94,77 %

	beide Elternteile können untersucht werden 

+ kein Elternteil gilt als sicher
	82,12 %

	nur ein Elternteil kann untersucht werden
	82,12 %
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6.
Schlußbetrachtung

Die erhobenen Befunde zur zuchthygienischen Analyse von österreichischen Norikerheng​sten ergeben hochinteressante Ergebnisse. Da die Norikerzucht in Österreich größtenteils in bäuerlicher Hand ist und der Verkauf von Norikerfohlen nur geringe Profitspannen zuläßt, wird von den Züchtern bei dieser Pferderasse wesentlich weniger in tierärztliche Maßnah​men investiert als zum Beispiel beim Warmblut. Die in der vorliegenden Studie an Noriker​hengsten erfaßten Ergebnisse geben daher bezüglich von beim Deckakt übertragbaren Krankheiten das Bild einer tierärztlich unbeeinflußten Hengstpopulation. Darüberhinaus wer​den Hengste der Kaltblutrasse nur in Ausnahmefällen (Auftreten von sehr schlechten Träch​tigkeitsraten) einer Untersuchung der Samenqualität unterzogen, so daß bislang kaum spermatologische Normalbefunde von Kaltbluthengsten zur Verfügung standen. Im einzel​nen können die folgenden Schlußfolgerungen gezogen werden: 

· Beim Noriker ist bei Zuchttauglichkeitsuntersuchungen hinsichtlich Samenmotilität und 
–morphologie mit einer schlechteren Samenqualität zu rechnen als bei Warmblutheng​sten, diese ist rasse- und nicht inzuchtbedingt.

· Zur Vermeidung bakterieller Genitalinfektionen sollte die Deckhygiene in der Noriker​zucht verbessert werden (routinemäßige Entnahme von Penistupfern zu Beginn der Zuchtsaison, Entnahme von Uterustupfern bei güsten Stuten).

· Mykoplasmen und Rhodococcus equi treten beim Pferd häufig als Schleimhaut​kommen​salen auf, über eine Beteiligung an Genitalinfektionen liegen bislang keine In​formationen vor.

· Das Auftreten von Hengsten mit persistierender Ausscheidung des Equinen Arteritis-Vi​rus ist so selten, daß eine Bedeutung als Aborterreger in dieser Population gering ist 

· Die Verbreitung des equinen Herpesvirus Typ 3 kann durch hygienische Maßnahmen (keine Zuchtnutzung von Hengsten und Stuten bei Auftreten klinischer Symptome) weiter reduziert werden.

· Bei auffällig schlechten Fruchtbarkeitsergebnissen einzelner Hengste sollten diese spä​testens unmittelbar nach Ende der Decksaison einer Zuchttauglichkeitsuntersuchung unterzogen werden, um bei Anzeichen einer akuten Erkrankung tierärztliche Maßnah​men einzuleiten oder über eine Beendigung der Zuchtnutzung zu entscheiden. 

· Die ermittelte Heterozygotiegrade läßt erkennen, daß Inzucht in der österreichischen Norikerpopulation derzeit kein größeres Problem darstellt als bei anderen Pferderassen. 

A. Univ.Prof. Dr. Christine Aurich
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