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Einleitung 1

1 Einleitung

Mit dem Ziel, den Antibiotikaeinsatz im Allgemeinen und in der Tierhaltung im Besonderen zu
reduzieren, ricken Probiotika zunehmend in den Fokus der veterinarmedizinischen
Forschung. Die FAO und WHO definieren Probiotika als lebende Mikroorganismen, die, wenn
sie in ausreichender Menge verabreicht werden, dem Wirt einen gesundheitlichen Nutzen
bringen (Food and Agriculture Organization of the United Nations & World Health Organization,
2006). Am bekanntesten ist die probiotische Bakterienordnung Lactobacillales, deren Vertreter
das Wachstum anderer Bakterien inhibieren konnen (Bertuccini et al., 2017). Zu dieser
Bakterienordnung zahlen unter anderem die Familien Lactobacillaceae, Enterococcaceae,
und Leuconostocaceae (Ludwig et al., 2015). Diese Bakterien werden auch als
Milchsaurebakterien (laktatbildende Bakterien, LAB) bezeichnet, da sie Laktat als
Hauptendprodukt des Kohlenhydratmetabolismus produzieren und somit den pH-Wert ihrer
Umgebung senken (Batt, 2014). Dies flhrt zu einem fur die meisten pathogenen Bakterien
ungunstigen Umgebungsmilieu. Es konnte ebenfalls festgestellt werden, dass einige Arten der
Milchsaurebakterien auch Wasserstoffperoxid (H2O2) produzieren. H;O. kann fiir solche
Bakterien toxisch sein, welche selbst keine oder nur wenige H»Oz-abfangende Enzyme
(z. B. Katalase) produzieren und deren Wachstum dadurch gehemmt wird (Dahiya & Speck,
1968; Eschenbach et al., 1989; Wheater et al., 1952). Dartiber hinaus produzieren einige LAB
antimikrobielle Peptide und Proteine, sogenannte Bakteriozine. Sie hemmen das Wachstum
anderer Bakterien, insbesondere grampositiver Bakterien, indem sie eine Destabilisierung und
Permeabilisierung empfindlicher Zellmembranen bewirken (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Bhunia
et al.,, 1991; Jack et al., 1995).

Milchsaurebakterien kommen als physiologische Kommensalen im Genitaltrakt verschiedener
Saugetiere vor. Sie dominieren das vaginale Mikrobiom gesunder Frauen (Mardh, 1991;
Moreno et al., 2016), konnten jedoch auch aus dem Uterus von Frauen und Rindern isoliert
werden (Gartner et al., 2015; Medina-Bastidas et al., 2022). Studien in der humanen
Reproduktionsmedizin haben ergeben, dass die Einnistungsrate der Embryonen, die
Schwangerschaftsrate sowie die Zahl an Lebendgeburten bei Patientinnen, die sich einer
assistierten Reproduktionsbehandlung unterziehen, hdher waren, wenn zum Zeitpunkt des
Embryotransfers Laktobazillen im Uterus dominierten (Kyono et al., 2019; Moreno et al., 2016,
2022). Untersuchungen des uterinen Mikrobioms von Rindern ergaben, dass der Anteil an
Laktobazillen-positiven Kiihen bei tragenden Tieren signifikant héher war als bei solchen, die

an Tag 200 in der Laktation noch nicht tragend waren (Machado et al., 2012).

Wie sich in verschiedenen veterindrmedizinischen Studien zeigte, hat die Verabreichung von

Milchsaurebakterien positive Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit von Rindern. Intravaginale
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Infusionen mit LAB resultierten in einer beschleunigten Uterusinvolution (Deng et al., 2015a)
und In-vitro-Studien zeigten eine geringere Besiedlung von Endometriumszellen mit
Escherichia coli bei einer Ko-Kultivierung mit LAB (Genis et al.,, 2016). Laktobazillen,
insbesondere Lactobacillus buchneri, wiesen keine negativen lokalen Auswirkungen auf die
Gebarmutter auf. Ein mit L. buchneri infiltrierter Uterus zeigte weder eine proinflammatorische
Reaktion noch einen Untergang endometrialer Epithelzellen (Gartner et al., 2015). Daher
wurde L. buchneri in einer Folgestudie als probiotischer Stamm zur Modulation der
Immunantwort im Uterus von frisch abgekalbten Kuhen eingesetzt, um seinen Einfluss auf die
Reproduktionsleistung von Milchklihen zu untersuchen. Es konnte eine Verbesserung der
gynékologischen Gesundheit post partum beobachtet werden, was sich in einem verbesserten

Erstbesamungserfolg und einer verkurzten Gustzeit darstellte (Peter et al., 2018).

Die potenziell positiven Auswirkungen von LAB sind vor dem Hintergrund des Einflusses des
Uterusmikrobioms und einer optimalen Uterusgesundheit auf die erfolgreiche Reproduktion in
der Milchviehhaltung von besonderem Interesse. In der Rinderzucht gewinnen
Embryotransferprogramme weiter an Bedeutung. Im Jahr 2024 wurden weltweit 296.520
transfertaugliche In-vivo- und 2.029.007 In-vitro-Rinderembryonen gewonnen bzw. produziert.
Dies belief sich in Europa auf 113.136 in vivo und 58.404 in vitro gewonnene transfertaugliche
Embryonen. Daran ist zu erkennen, dass in Europa, im Gegensatz zu den anderen vor allem
amerikanischen Kontinenten, bislang die In-vivo-Embryonenproduktion noch die In-vitro-
Produktion Ubertrifft. Dabei wurden 87,7 % der Embryonengewinnung in Europa an
Milchkihen und -rindern und 12,3 % bei Tieren von Fleischrassen durchgefihrt (IETS, 2025).
Der Embryotransfer bietet eine gezielte und effektive Maoglichkeit, die Gesundheit,
Langlebigkeit und Milchproduktion zukunftiger Milchkihe durch gezielte Anpaarungen zu
fordern. Insbesondere im Hinblick auf die Emission klimaschadlicher Gase, wie etwa Methan,

ist dies von besonderem Interesse fur die Milchindustrie (Baruselli et al., 2023).

Ziel dieser Studie war es, zu ermitteln, ob Milchsaurebakterien, insbesondere L. buchneri, und
ein grundsatzlich probiotisches Mikrobiom im Uterus einen positiven Einfluss auf die Qualitat
der Embryonen bei der In-vivo-Embryonengewinnung bei Milchkihen nehmen. Zudem wurde
untersucht, ob sich die vorherrschende Annahme bestatigen lasst, dass pathogene Keime im
Uterus einen negativen Einfluss auf Rinderembryonen ausliben. Zu diesem Zweck wurde in
einer Feldstudie das Mikrobiom am Tag der Embryonengewinnung untersucht und die Qualitat

der Embryonen bestimmt.
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2  Schrifttum
2.1 Entwicklung der Follikel und Eizellen im Ovar

2.1.1 Aufbau eines Follikels

Follikel werden nach gangiger Einteilung in Primordial-, Primar-, Sekundar- und Tertiatfollikel
unterteilt (siehe Abbildung (Abb.) 1). In den Primordialfollikeln wird die Eizelle von einer
einfachen Schicht flacher (Pra-) Granulosazellen umgeben. Die Oberflache der
Granulosazellen umgibt die Basalmembran, welche den Primordialfollikel vom umgebenden
Stroma abgrenzt (Aerts & Bols, 2010a). Primarfollikel sind von einer 1 bis 1,5-fachen Schicht
kuboider Granulosazellen umgeben (Braw-Tal & Yossefi, 1997). Mit der Bildung
mehrschichtiger Granulosazellen werden die Follikel als Sekundarfollikel klassifiziert (Aerts &
Bols, 2010a), welche von Braw-Tal und Yossefi (1997) in kleine praantrale und grof3e
praantrale Follikel unterteilt wurden. Kleine praantrale Follikel sind von zwei bis drei Schichten
Granuolsazellen umgeben und grof3e praantrale Follikel weisen in vier bis sechs Schichten
101 bis 250 Granulosazellen auf. Erste Anzeichen der Bildung der Zona pellucida sind in
kleinen praantralen Follikeln auszumachen. Ab dem Stadium der grof3en praantralen Follikel
kann sie als vollstandiger Ring um die Oozyte beobachtet werden (Braw-Tal & Yossefi, 1997).
Die Antrumbildung beginnt ab 250 Granulosazellen. Tertiarfollikel werden in kleine antrale,
groRe antrale und reife antrale Follikel (Graaf'sche Follikel) unterteilt (Aerts & Bols, 2010a;
Braw-Tal & Yossefi, 1997). Zu Beginn entstehen innerhalb der Granulosazellschicht
flissigkeitsgefullte Raume. Von einem Antrum wird gesprochen, wenn die flissigkeitsgefullten
Zwischenraume zu einem grol3en, sichelférmigen Hohlraum konfluiert sind (Smitz & Cortvrindt,
2002). Mit Bildung des Antrums teilen sich die Granulosazellen in zwei anatomische Subtypen
auf. Die Kumulus-Granulosazellen umgeben die Eizelle und stehen im engen
Stoffwechselkontakt mit ihr. Eizelle und Kumulus bilden durch den engen Kontakt
gemeinschaftlich den Kumulus-Oozyten-Komplex (KOK). Die innerste an der Zona pellucida
anliegende Zellschicht wird Corona radiata genannt. Die Follikelwand wird von den muralen
Granulosazellen ausgekleidet (Gilchrist et al., 2004). Der Follikel wachst von einem
Durchmesser von < 40 ym als Primordialfollikel zu einem Durchmesser von bis zu 500 ym als
kleiner antraler Follikel. Ebenfalls die Eizelle wachst. Weist sie zunachst einen Durchmesser
von knapp 30 um im Primordialfollikel auf, ist dieser mehr als verdreifacht im antralen Follikel
bei 90-130 um (Adams & Singh, 2021; Braw-Tal & Yossefi, 1997).
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rimére Eizelle abgeflachte primare Eizelle kuboide
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Abb. 1 Schematische Darstellung eines Primordial-, Primar-, Sekundar- und Tertiarfollikels
modifiziert aus Liebich (1990)

2.1.2 Follikulo- und Oogenese

Die Follikulogenese beginnt pranatal mit der Bildung von Primordialfollikeln. Die ersten
Primordialfollikel kénnen beim Rind bereits an Tag 90 der Trachtigkeit in den fetalen Ovarien
beobachtet werden (Yang & Fortune, 2008). Mit dem Einsetzen der Geschlechtsreife wird die
Follikulogenese fortgefuhrt, wobei dies in einem Alter zwischen 6 und 24 Monaten, im Mittel
aber um den 9. oder 10. Monat, geschieht. Das Auftreten des ersten Ostrus wird jedoch
malfigeblich vom Koérpergewicht, der Korpergroflie, der Fltterung, der Rasse und der Saison

beeinflusst (Moran et al., 1989). Ab diesem Zeitpunkt durchlauft das Rind regelmafige Zyklen,
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wobei alle 20 bis 22 Tage eine neue Brunst auftritt (Ginther et al., 1989). Der Zyklus des Rindes

|&sst sich in die langere Luteal- und die kirzere Follikelphase unterteilen.

FSH (ng/ml)

LH (ng/ml)

(pg/ml)

Total oestrogens

Progesterone
(ng/ml)

0 T T
Q 21
Ovulation Ovulation

Days of oestrous cycle

Abb. 2 Entwicklung der Hormonkonzentrationen im Blut wahrend des Zyklus mit beispielhaft
drei Follikelwellen (Noakes, 2001)

Nach der Ovulation beginnt die frihe Lutealphase, in der vom neu gebildeten Gelbkdrper
Progesteron produziert wird (siehe Abb. 2). Es schliel3t sich die mittlere Lutealphase mit einem
konstant hohen Progesterongehalt und die spate Lutealphase, die durch die Regression des
Corpus luteum und einer Abnahme der Progesteronkonzentration gekennzeichnet ist, an (Karg
et al., 1969; Roche, 1996; Roche et al., 1998). Es folgt die Follikelphase, in der ein dominanter
Follikel heranreift und ovuliert. Der Brunstzyklus bei Rindern besteht aus zwei oder drei
Follikelwellen. Jede Follikelwelle kann in eine Rekrutierungs-, Selektions- und Dominanzphase
eingeteilt werden. Wahrend der Rekrutierung beginnt eine Kohorte aus 8 bis 41 Follikeln zu
wachsen. Die rekrutierten Follikel durchlaufen einen Selektionsprozess, wobei bei
monoovularen Arten wie dem Rind normalerweise ein einziger Follikel eine Dominanz
entwickelt, wahrend sich die Ubrigen Follikel zurlickbilden (Aerts & Bols, 2010b; Ginther et al.,
1996, 2000; Savio et al., 1988). Bei einem Groliteil der Tiere treten zwei Wellen auf, wahrend
weniger haufig auch drei Wellen auftreten kénnen (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2000;
Jaiswal et al., 2009). Sehr selten zeigen Tiere nur eine Follikelwelle (Savio et al., 1988). Einer
Follikelwelle geht immer ein Anstieg an Follikelstimulierenden Hormon (FSH) zwei bis vier
Tage vor ultrasonografischer Sichtbarkeit der Welle voraus (Adams et al., 1992). Follikel sind
bei einer transrektalen Ultraschalluntersuchung mit einem anechogenen Hohlraum ab einem

Durchmesser von 2 mm zu diagnostizieren (Bollwein, 2022). Die erste Follikelwelle entsteht
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direkt im Anschluss an die Ovulation. In Zyklen mit zwei Follikelwellen beginnt die zweite Welle
ab Tag 10 und in Zyklen mit drei Follikelwellen beginnen die zweite und dritte Welle um Tag 9
und 16 des Zyklus (Adams et al., 1992). Der ovulatorische Follikel erreicht seine maximale
Grofle um Tag 21 des Zyklus (Savio et al., 1988). Bei Zyklen mit zwei Follikelwellen ist die
erste Follikelwelle insgesamt und die Dauer der Dominanz des dominanten Follikels der ersten
Welle signifikant langer als bei Zyklen mit drei Wellen. Zyklen mit zwei Follikelwellen neigen
dazu kurzer als 21 Tage zu sein, was an einem frilheren Beginn der Regression des Corpus
luteums liegt (Ginther et al., 1989; Jaiswal et al., 2009). Wahrend in den alteren Studien von
Savio et al. (1988) der dominante Follikel der letzten Follikelwelle signifikant grofer war im
Vergleich zu den dominanten Follikeln in den friihen Follikelwellen, konnte dies in der jungeren
Studie von Jaiswal et al. (2009) nicht bestatigt werden. Der dominante Follikel erreicht beim
Rind eine EndgréfRe von in etwa 15 mm (Jaiswal et al., 2009). Fir eine schematische
Darstellung der Ablaufe der Follikelwellen bei einem Brunstzyklus mit beispielhaft drei
Follikelwellen, siehe Abb. 3.

P = Primordialfollikelreserve D = Dominanz CL = Corpus luteum
R = Rekrutierung A = Apoptose
3 = Selektion Ov = Ovulation

CL

Initiation der Initiation der
2. Follikelwelle 3. Follikelwelle . T2

-8
000 00,
0,00, ® 0,00, ® 0,00,
09,0 %y 20,9 %0 20,9 % 1,
*2%er *28er *22er + o035

Brunstzyklus (Tage)

Abb. 3 Schematische Darstellung eines Brunstzyklus mit drei Follikelwellen, modifiziert nach
Aerts und Bols (2010b)

Die Follikulogenese basiert auf einem prazise abgestimmten Zusammenspiel aus endokrinen,
parakrinen und autokrinen Signalen (Driancourt, 1991). Das Follikelwachstum wird zunachst
ohne das Einwirken von Gonadotropinen initiiert, weshalb diese Phase als das Gonadotropin-
unabhangige Stadium bezeichnet wird (Braw-Tal & Yossefi, 1997). Die genauen Umstande,
welche die Aktivierung der Primordialfollikel aus der Reserve in die Wachstumsphase
bedingen, sind bislang noch nicht abschlieRend erforscht. Eine Vielzahl lokaler Faktoren der
Oozyten, Granulosa- und Thekazellen wirkt auf die Initialisierung dieser Prozesse ein (Aerts &

Bols, 2010a; Rodrigues et al., 2008). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei einer
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Ubermacht aktivierender Signale das Wachstum der Primordialfollikel eingeleitet wird. Die
anschlielende primare Entwicklung der Follikel erfolgt ebenfalls durch ein komplexes
Zusammenspiel parakriner und autokriner Faktoren. Es ist mittlerweile bekannt, dass auch
insbesondere die Oozyte selbst durch wasserlosliche, parakrine Wachstumsfaktoren Einfluss
auf die Follikelentwicklung nimmt (Braw-Tal, 2002; Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2001). Die
beteiligten Wachstumsfaktoren sind noch nicht abschlieend untersucht. Es wird jedoch davon
ausgegangen, dass unter anderem Faktoren der Transforming Growth Factor 3 — Superfamilie
beteiligt sind. Insbesondere die Faktoren GDF-9, GDF-9B und BMP-6 werden diskutiert
(Gilchrist et al., 2003, 2004; Lanuza et al., 1998).

Nach Initierung des Wachstums treten die Follikel in das Gonadotropin-abhangige Stadium
ein. Die fur die Follikulogenese relevanten Gonadotropine sind das FSH und das
Luteinisierende Hormon (LH). Die Expression von FSH-Rezeptoren erfolgt ab dem
Primarfollikel auf den Granulosazellen (Oktay et al., 1997). Allerdings ist ein Wachstum bis
zum praantralen Follikel noch ohne FSH-Einwirkung mdglich (Abel et al., 2000). Erst die
Antralfollikel reagieren deutlich auf die FSH-Stimulation, sodass deren Wachstum von dieser
abhangig wird (Roche, 1996). FSH stimuliert GUber membranstandige Rezeptoren die
Granulosazellen zur mitotischen Teilung und Bildung der Follikelflussigkeit. Mit dem
Wachstum der Follikel produzieren sie Ostradiol und Inhibin. Dies fihrt wiederum bei Follikeln
ab einem Durchmesser von 5 mm zu einem negativen Feedback auf die FSH-Freisetzung der
Hypophyse, obwohl das weitere Wachstum der Follikel auf FSH angewiesen ist (Bodensteiner
et al., 1996; Gibbons et al., 1999). Der grofte Follikel sezerniert vermehrt Ostradiol ins Blut,
was zu einer anhaltenden Absenkung der FSH-Konzentration unter den Bedarf kleinerer
antraler Follikel fihrt und somit eine Atresie provoziert (Ginther et al., 2000). Der sich
entwickelnde dominante Follikel ist durch eine optimale Nutzung von FSH und FSH-
abhangigen Wachstumsfaktoren besser an das endokrine Umfeld angepasst und hat somit
einen Wachstumsvorteil gegenuber den untergeordneten Follikeln (Ginther et al., 2000, 2001,
Mihm & Austin, 2002). LH spielt eine Schlisselrolle in der Dominanzphase des Follikels
(Crowe et al., 2001). Rinderfollikel exprimieren LH-Rezeptoren ab einem Follikeldurchmesser
von 8 mm (Beg et al., 2001). Der dominante Follikel durchlduft einen Ubergang in der
Gonadotropin-Abhangigkeit von FSH zu LH, weshalb es ihm mdglich ist, trotz niedriger
zirkulierender FSH-Spiegel final zu wachsen und zu reifen (Driancourt, 1991; Mihm et al.,
2006).

Ziel der Oogenese ist die Erlangung einer vollstandigen Befruchtungskompetenz der Eizelle.
Dies bedingt zum einen die Kernreifung und zum anderen die zytoplasmatische Reifung.
Wahrend der langsten Zeit der Follikulogenese verbleibt die Oozyte in ihrer pranatal arretierten

Prophase der ersten meiotischen Teilung (Eppig, 1991). In diesem Zustand ist die Oozyte nicht
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inaktiv, sondern beeinflusst Uber parakrine Wachstumsfaktoren das Wachstum des Follikels,
die Steroid- und Inhibinsynthese sowie die Expression von Hormonrezeptoren (Eppig et al.,
1997; Lanuza et al., 1998; Li et al., 2000; Vanderhyden & Tonary, 1995). Die Oozyte fahrt mit
der meiotischen Teilung kurz vor oder zeitgleich zum Einsetzen der Antrumbildung im Follikel
fort (Sorensen & Wassarman, 1976). Das Gonadotropin LH spielt dabei eine entscheidende
Rolle. Die Arretierung der Meiose wird maf3geblich durch die Second Messenger zyklisches
GMP (cGMP) und AMP (cAMP) bedingt (Tornell et al., 1990). Granulosazellen produzieren
cGMP als inhibitorisches Signal, welches Uber Gap Junctions in die Oozyte gelangt. Dort
inhibiert cGMP die Phosphodiesterase 3A (PDE3A), wodurch eine hohe Konzentration an
cAMP intrazellular vorliegt, was mafRgeblich die Meiose inhibiert. Der Anstieg von LH revidiert
diesen Effekt. Zum einen verringert sich das cGMP-Level in den Granulosazellen drastisch.
Zum anderen kommt es Uber noch nicht abschlieend bekannte Wege zu einer Entkopplung
bzw. Auflésung der Gap Junctions. Die Reduktion des cGMP in den Eizellen fuhrt zu einer
funffach gesteigerten Aktivitat der PDE3A, was wiederum ein Absenken der cAMP bedingt
(Hyttel et al., 1986a; Norris et al., 2008, 2009). Mit Reduktion der Konzentration von cAMP
wird die erste meiotische Teilung fortgesetzt. Die zweite meiotische Teilung zur reifen Eizelle
erfolgt unmittelbar im Anschluss, arretiert jedoch erneut in der Metaphase der zweiten
meiotischen Teilung (MIl) bis zum Eindringen des Spermiums bei der Befruchtung (Hyttel et
al., 1997; Kruip et al., 1983).

2.2 Ovulation

Die Dauer des Ostrus bei Milchkiihen wurde in verschiedenen Studien untersucht und liegt je
nach Studie im Durchschnitt zwischen 9,4 und 17,8 Stunden. Umwelt- und Herdenfaktoren
beeinflussen diese Spanne erheblich, wobei Beobachtungen aus neuerer Zeit eher einen
Trend zu einer kirzeren Brunstdauer erkennen lassen (Britt et al., 1986; Kerbrat & Disenhaus,
2004; Roelofs et al., 2004; Sveberg et al., 2015; Van Vliet & Van Eerdenburg, 1996). Das
Intervall zwischen Ostrusbeginn und Ovulation wurde ber mehrere Jahre hinweg erforscht
und variiert je nach Studie zwischen 25 und 32 Stunden (Bloch et al., 2006; Larsson, 1988;
Roelofs et al., 2004, 2005; Walker et al., 1996). Die Ovulation selbst wird durch einen Anstieg
von LH ausgel6st. Wahrend des sogenannten LH-Peaks wird eine bis zu 11-fache Steigerung
des Basiswertes von LH fiir ca. neun bis zehn Stunden beobachtet (Larsson, 1988; Roelofs et
al., 2004). Der LH-Peak setzt zwischen 3,5 und 7,5 Stunden nach Beginn des Ostrus ein. Auch
das Intervall zwischen LH-Peak und Ovulation wurde in zahlreichen Studien untersucht und
liegt zwischen 20 und 30 Stunden (Bloch et al., 2006; Larsson, 1988; Renegar et al., 1978;
Roelofs et al., 2004).
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Fur eine erfolgreiche Ovulation missen mehrere Prozesse genau aufeinander abgestimmt
sein. Die Luteolyse, also der Abbau des Gelbkdrpers, leitet diese Prozesse ein. Dabei sinkt
die Progesteronkonzentration, wodurch das negative Feedback auf den Hypothalamus
abnimmt. Dies fuhrt zu einer gesteigerten Frequenz an Gonadotropin-Releasing-Hormon
(GnRH) des Hypothalamus und folglich einer gesteigerten LH-Sekretion mit erhdhter
Pulsfrequenz und -amplitude. Dies férdert die finale Reifung des Follikels und die Produktion
an Ostradiol (Aerts & Bols, 2010b; Ginther et al., 1998; Wildt et al., 1981). Die kontinuierlich
zunehmende Ostradiolproduktion 18st schlieRlich den LH-Peak aus, der die Ovulation einleitet
(Karsch, 1987).

LH-Rezeptoren sind sowohl auf Granulosa- als auch auf Thekazellen vorhanden (Xu et al.,
1995). Innerhalb der Granulosazellen konzentrieren sie sich insbesondere auf die muralen
Granulosazellen, wobei sie dort insbesondere in den Schichten nahe der Basalmembran
starker ausgepragt sind als in den Bereichen nahe des Antrums (Peng et al.,, 1991). Die
Kommunikation innerhalb des Follikels erfolgt Gber Second Messenger, insbesondere cAMP
und intrazellulares Kalzium via Gap Junctions (Cooke, 1999; Gilula et al., 1978; Kosugi et al.,
1995; Marsh, 1970).

Ein entscheidender Schritt in der Vorbereitung auf die Ovulation ist die Kumulusexpansion.
Dabei bildet sich eine Hyaluronsaure-haltige Matrix zwischen den Kumuluszellen, wodurch der
Kumulus expandiert. Wahrend der Ovulation bleibt die Eizelle in diesem expandierten,
mukoésen Kumulus eingebettet und wird gemeinsam als KOK in den Eileiter aufgenommen
(Eppig, 1980, 2001). Die Expansion des Kumulus wird sowohl durch parakrine
Wachstumsfaktoren wie GDF-9, BMP-15 und FGF-8 der sich entwickelnden Oozyte (Elvin et
al.,, 1999; Yoshino et al., 2006), als auch durch die durch den LH-Peak gesteigerte
Prostaglandinsekretion und epidermale Wachstumsfaktoren der muralen Granulosazellen
reguliert (Eppig, 1981; Filion et al., 2001; Hizaki et al., 1999; Park et al., 2004).

Auch das Ovar muss sich auf die Ovulation vorbereiten. Die Bindegewebsmatrix sowie die
Oberflache des Follikels werden gezielt umgebaut, um die Ruptur des Follikels zu
ermdglichen. Verschiedene Enzyme, darunter Metalloproteasen, Plasminogenaktivatoren,
Kallikrein und Heparanasen spielen dabei eine zentrale Rolle (Canipari et al., 1995; Klipper et
al., 2009; Murdoch & Gottsch, 2003; Richards et al., 1998). Ebenfalls Prostaglandin E> (PGE->)
nimmt eine wichtige Rolle wahrend der Ovulation ein, da in Versuchen an Mausen mit defekten
PGE. Rezeptoren keine oder weniger Ovulationen beobachtet werden konnten (Lim et al.,
1997).

Das Infundibulum des Eileiters legt sich auf die Oberflache des Ovars. Dort werden die

Follikelflissigkeit und die Oozyte durch einen von Kinozilien erzeugten Flissigkeitssog in den
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Eileiter aufgenommen (Coy et al., 2012). Die Kumuluszellen und die Hyaluronsaure-haltige
Matrix des expandierten KOK spielen eine essentielle Rolle bei der Aufnahme und initialen
Adhasion im Infundibulum (Koélle et al., 2009; Lam et al., 2000; Talbot et al., 1999).

2.3 Fertilisation

Die vom Infundibulum aufgenommene Eizelle wird in die Ampulle des Ovidukts weitergeleitet,
wo die Befruchtung stattfindet (Abb. 4; Besenfelder et al., 2020). Bei der Befruchtung
vereinigen sich zwei Gameten zu einer Zygote. Die Fertilisation lasst sich in zwei Teilschritte
gliedern: Erstens die Impragnation, bei der das Spermium die Eizelle penetriert sowie aktiviert
und zweitens die Vorkernverschmelzung, auch Syngamie genannt, bei der sich durch

Verschmelzung der Vorkerne das maternale und paternale Genom vereinen (Austin, 1959).

ovulierte Eizelle Gelbkérper

x Primar-
follikel

Ampulla
tubae

Befruchtung

Ovar

Spermien
Sekundarfollikel

Isthmus

Tertiarfollikel
tubae

Uterus

Vorkernver-
schmelzung

Amphimixis

2-Zellenstadium

Abb. 4 Schematische Darstellung der Ovulation, Befruchtung und Furchung beim Saugetier
modifiziert nach Schnorr & Kressin (2011)

Die Spermien durchqueren nach dem Deckakt oder der instrumentellen Besamung zunachst
die Gebarmutter und dringen anschlieRend in die Eileiter ein. In beiden Eileitern, sowohl dem
zur Ovulation ipsilateralen als auch dem kontralateralen Ovidukt, bildet sich innerhalb von
weniger als finf Stunden nach der Besamung ein funktionelles Spermienreservoir. Dieses
befindet sich im Bereich der uterotubalen Verbindung sowie im Anfangsbereich des Isthmus

im distalen Teil des Eileiters. Dort interagieren die Spermien mit dem Oviduktepithel, wodurch
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die Spermien vorlibergehend zurlickgehalten werden (Hunter et al., 1991; Kolle et al., 2009;
Lefebvre et al., 1997). Nach der Ovulation kommt es zur Hyperaktivierung und Kapazitation
der Spermien und sie werden aus dem Reservoir freigesetzt, um zur Eizelle vorzudringen
(Hunter et al., 1991; Hunter & Wilmut, 1984; Kolle et al., 2009). Thermo- und Chemotaxis
spielen eine entscheidende Rolle flr die zielgerichtete Bewegung der Spermien zur Eizelle
(Chang & Suarez, 2010; Eisenbach & Giojalas, 2006).

Am Ort der Fertilisation miissen die Spermien zunachst die Kumuluszellen durchdringen. Das
Eindringen der Spermien in die Kumulusmatrix wird durch eine membrangebundene
Hyaluronidase der Spermien erleichtert (Lin et al.,, 1994). Ebenfalls Bestandteile der
oviduktalen Flussigkeit helfen, den KOK aufzulésen (Acuna et al., 2014; Griffiths et al., 2008).
Im Vergleich zu anderen Spezies l6st sich der Kumulus beim Rind verhaltnismaRig schnell
nach der Ovulation auf (Hamilton & Laing, 1946). Sobald das erste Spermium die Zona
pellucida erreicht und erfolgreich die Akrosomenreaktion durchlaufen hat, kann es diese
penetrieren. Daraufhin folgt unmittelbar die kalziumvermittelte Kortikalreaktion, wobei kortikale
Granula der Eizelle ihren Inhalt in den perivitellinen Raum zwischen Oolemm und Zona
pellucida abgeben. Diese Exsudate, unter anderem Proteasen und Peroxidasen, bewirken
eine biochemische und strukturelle Veranderung der Zona pellucida, insbesondere ihrer
Glykoproteine. Diese sogenannte Zonareaktion fuhrt zum Zonablock, wobei die Zona ihre
Fahigkeit verliert, Spermien zu binden und von ihnen durchdrungen zu werden. Dies stellt bei
Rindern die wichtigste Barriere gegen eine Polyspermie dar (Sun, 2003). In Versuchen an
Mausen wurde unter anderem die Metalloprotease Ovastacin aus den kortikalen Granula
analysiert. Die Ergebnisse @ der  Studie  zeigten, dass Ovastacin  das
Zona pellucida-Glykoprotein ZP2 veranderte, was im Anschluss eine Polyspermie verhinderte
(Burkart et al., 2012). Es ist haufig unter dem Mikroskop zu beobachten, dass Eizellen bzw.
Embryonen von vielen Spermien umgeben werden, die an der Au3enseite der Zona pellucida
andocken oder in ihr gefangen sind. Es wird davon ausgegangen, dass die akzessorischen
Spermien die Anzahl an Spermien darstellen, die in der Zeit, in der die Eizelle empfanglich
war, um die Befruchtung konkurrierten. Die Anzahl der akzessorischen Spermien korreliert
positiv mit der Befruchtungsrate und der Embryonalqualitat (Saacke et al., 2000). In der Studie
von DeJarnette et al. (1992) konnte festgestellt werden, dass unbefruchtete Eizellen signifikant
weniger akzessorische Spermien aufwiesen als befruchtete. Von diesen wiesen degenerierte
Embryonen die geringste Anzahl akzessorischer Spermien auf. Im Median wurden Embryonen
mit guter Qualitat tendenziell von mehr akzessorischen Spermien umgeben als Embryonen
mit schlechter Qualitat (DeJarnette et al., 1992).

Nach der Fusion des Spermiums mit der Eizelle wird kalziumvermittelt die zweite meiotische

Teilung der Eizelle reaktiviert (Fissore et al., 1992; Miyazaki et al., 1986). Es folgen zahlreiche
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nukleare und zytoplasmatische Veranderungen in der Eizelle. Die Pronuklei der zwei Gameten
bilden sich, durchlaufen eine Schwellung und verschmelzen letztendlich miteinander, was in
der Bildung der Zygote resultiert (Crozet, 1984; Hyttel et al., 1988).

2.4 Phasen der friihen Embryogenese bis zum Blastozystenstadium

241 Entwicklung im Ovidukt

Die folgende Entwicklungsphase wird Furchung genannt, wobei durch mitotische Teilung die
Blastomere entstehen. Unmittelbar im Anschluss zur Befruchtung beginnt die erste mitotische
Teilung der Zygote, die nach 23 bis 31 Stunden nach der Ovulation abgeschlossen ist
(Hamilton & Laing, 1946; Hyttel et al., 1988). Die weiteren Furchungen zum 4- bzw. 8-Zeller
schlie3en sich im Durchschnitt nach je 10-15 Stunden an (Eyestone & First, 1988; Hamilton
& Laing, 1946; Sirard & Lambert, 1985). Bei jeder Zellteilung entstehen beim Rind nahezu
gleich grofie Blastomere. Der Embryo durchlauft eine Entwicklung von einem 2-Zellstadium
Uber das 4-Zell-, 8-Zell-, 16-Zellstadium usw. bis hin zu einer kompakten Morula mit multiplen
Blastomeren (Hamilton & Laing, 1946). Wahrend dieser gesamten Entwicklung entspricht die
GesamtgroRe des Embryos der GesamtgroRe der Zygote von ca. 160-180 um inkl. einer
Zonadicke von 10 bis 15 ym (Hamilton & Laing, 1946; Linares & King, 1980).

Der Metabolismus des sich entwickelnden Embryos wird durch die biochemische
Zusammensetzung und das Volumen des Oviduktsekrets sowie durch endokrine Faktoren
beeinflusst. In einer In-vitro-Studie wurde festgestellt, dass die Embryonen, die mit
Eileitergewebe im Vergleich zu denen in einer Kultivierung ohne dieses Gewebe kultiviert
wurden, signifikant bessere Teilungs- und Entwicklungsraten aufwiesen (Eyestone & First,
1988). Es wird davon ausgegangen, dass Bestandteile der Eileiterflissigkeit wie lonen,
Immunglobuline, Glukose und Pyruvat aktiv per Transsudation oder passiv durch Diffusion aus
dem Blut in den Eileiter Ubertreten. Zudem werden eine Reihe spezifischer Eileiterproteine
unter anderem das Ovidukt-spezifische Glykoprotein bekannt als OVGP1 von den
Epithelzellen produziert und in das Lumen des Oviduktes sezerniert (Boice et al., 1990;
Brunton & Brinster, 1971; Gandolfi et al., 1993; Leese & Gray, 1985; Malayer et al., 1988; Parr
& Parr, 1986). Im Vergleich wurde eine konstant héhere Kaliumkonzentration in der
Oviduktflissigkeit (4,46 £0,13mM) als im Serum festgestell, wahrend die
Magnesiumkonzentration im Zyklus starken Schwankungen unterlag und immer geringer als
im Serum war. Kalzium erreichte seine maximale Konzentration (2,57 + 0,22 mM und 2,05 +
0,29 mM) um den Ostrus und die Ovulation (Grippo et al., 1992).
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Die Eileiterpassage der Gameten und der Zygote basiert auf einem komplexen
Zusammenspiel verschiedener Aspekte und wird im Wesentlichen sowohl durch die
Steroidhormone als auch durch lokal produzierte Prostaglandine und adrenerge Innervation
gesteuert (Polidoro et al., 1973; Spilman & Harper, 1975). Diese nehmen Einfluss auf die
Zilienaktivitat, das Mukosaddem und die Stromungsgeschwindigkeit und -richtung der
Eileiterflissigkeit. Das praovulatorisch produzierte Ostradiol bedingt eine vermehrte
Kontraktion der glatten Muskelzellen, es kommt zu einem ausgepragten Mukosaddem des
Oviduktepithels, einer vermehrten Sekretion ins Lumen, einem verstarkten Flussigkeitsstrom
und einer erhdhten Schlagfrequenz der auf dem Epithel sitzenden Kinozilien (Bishop, 1956;
Gonella-Diaza et al., 2017; Lindblom et al., 1980; Orihuela et al., 2003, 2006). Postovulatorisch
steigt die Progesteron- und sinkt die Ostradiolproduktion. Progesteron bedingt eine zum
Ostradiol gegenteilige Entwicklung im Ovidukt, in dem es die Kinozilienaktivitat und die
Muskelkontraktion reduziert (Bylander et al., 2010, 2013; Conneely et al., 2003; Lindblom et
al., 1980; Mahmood et al., 1998). Kdlle et al. (2009) konnten in ihren Untersuchungen mittels
Videomikroskopie feststellen, dass nach der Fertilisation die Flielggeschwindigkeit im zur
Ovulation ipsilateralen Ovidukt abnahm und nach Ubertritt in den Uterus wieder zunahm.
Insbesondere in der Lokalitat, in der sich der Embryo befand, war die FlieRgeschwindigkeit
langsamer, und es konnte eine Zunahme an sekretorischen Zellen sowie eine verstarkte
Angiogenese beobachtet werden. Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass

auch der Embryo selbst lokalen Einfluss auf das Ovidukt ausibt (Kélle et al., 2009).

2.4.2 Entwicklung im Uterus

Die Wanderung der Oozyte und der frihen Embryonalstadien durch den Eileiter bis ins
Uterushorn dauert beim Rind etwa drei bis vier Tage (Hamilton & Laing, 1946; Koélle et al.,
2009). In der Regel tritt der Embryo im 8- bis 16-Zellstadium aus dem Ovidukt in den Uterus
ein. Dort entwickelt er sich zu einer Morula an Tag 5/6 und zu einer Blastozyste an Tag 7/8
weiter (Hamilton & Laing, 1946).

Gemal alteren Annahmen bewahren die Blastomere nach den ersten Teilungsschritten das
totipotente Entwicklungspotenzial der Zygote. So gelang es Johnson et al. (1995), aus
Blastomeren eines 4-Zell Embryos vier identische Kalber zu generieren. Boiani et al. (2019)
stellen in ihrer Ubersichtsarbeit jedoch diese lang angenommene Weitergabe der Totipotenz
in Frage. Aufgrund der Auswertung diverser Studien kommen die Autoren zu der Hypothese,
die Zygote als eine Art Mosaik anzusehen, was zu einer teilweise bereits frihen
unterschiedlichen Vererbung auf die Schwesterblastomere flhrt (Boiani et al., 2019). Sicher

ist, dass sich die Totipotenz im Verlauf der Furchung ab dem 16-Zellstadium verandert. Die
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Anordnung der Blastomeren ist dabei von entscheidender Bedeutung fir die spatere
Entwicklung. Auen sammeln sich einschichtig grolte und abgeflachte Blastomeren, die das
multipotente Trophektoderm bilden. Aus diesen entwickeln sich spater die fetalen Anteile der
Plazenta und Anteile des Chorions. Die innen liegenden, kleineren Blastomeren bilden die
pluripotente innere Zellmasse (ICM). Diese kann in der weiteren Entwicklung in den
Hypoblasten und Epiblasten differenziert werden. Ausschlie3lich aus der ICM entwickelt sich
der Fetus weiter sowie der Dottersack und weitere Anteile des Chorions (Adjaye et al., 2005;
Kuijk et al., 2012; Ozawa et al., 2012; Ralston & Rossant, 2005; Van Soom et al., 1997).

Die frihe Embryonalentwicklung wird zu Beginn durch maternale mRNA und Proteine
gesteuert. Jedoch wird diese Steuerung ab dem 8-Zellstadium in bovinen Embryonen durch
die Aktivierung des embryonalen Genoms ersetzt. Dieser Prozess wird als
maternal-to-embryonic transition bezeichnet. Die RNA-Synthese des embryonalen Genoms
wird ab dem 8-Zellstadium initiiert, was zu einer wesentlichen Veranderung im qualitativen und
quantitativen Muster der Proteinsynthese ab dem 8- bis 16-Zeller fuhrt (Frei et al., 1989; King
et al., 1988; Kopecny et al., 1989).

Bovine Embryonen kompaktieren ab dem 32-Zellstadium, das zwischen 126 und 138 Stunden
nach der Befruchtung eintritt (Van Soom et al., 1992, 1997). Im Zuge der Kompaktierung
kommt es zu einem erhdhten Kontakt zwischen den Blastomeren durch Tight und
Gap Junctions, bis die Blastomeren nicht mehr als einzelne Zellen, sondern als einheitliche
zellulare Masse auszumachen sind (Ducibella & Anderson, 1975). Die Blastozystenformation
beginnt ab 64 bis 128 Blastomeren bzw. zwischen Tag 6 und 8 nach der Ovulation (Van Soom
et al., 1997). Dabei entsteht allmahlich ein flissigkeitsgeftillter Hohlraum, der als Blastocoel
bezeichnet wird. Das Trophektoderm, eine polarisierte einlagige Zellschicht, kleidet die Wand
der sich bildenden Blastozyste aus und ist fir den Transport u. a. von lonen, Zuckern,
Nukleosiden in und aus dem Embryo zustandig (Wiley, 1988). Das Blastocoel entsteht durch
eine aktive Aufnahme von u. a. lonen Uber transzellulare Transportwege und den daraus
resultierenden osmotischen Druck, welcher einen passiven Wassereinstrom in den Embryo
bedingt (Biggers et al., 1988; Borland & Tasca, 1974; Cross, 1973; Hobbs & Kaye, 1986). Die
Blastozyste entwickelt sich innerhalb der Zona pellucida von einer frihen Blastozyste bis hin
zur expandierten Blastozyste, wobei der Embryo einem flussigkeitsgefullten Hohlkdrper
gleicht. Die expandierte Blastozyste weist einen Durchmesser von 200 ym auf und umfasst
ca. 160 Zellen (Morris et al., 2001). Um den neunten Tag der Entwicklung kommt es zum
Schlupf der Blastozyste aus der Zona pellucida (Robertson & Nelson, 2009; Van Soom et al.,
1997).
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2.5 Follikulo-, Oogenese, Fertilisation und friihe Embryogenese nach einer
Superovulation

2.5.1 Follikulo- und Oogenese

Im Gegensatz zur einfachen bzw. in selteneren Fallen multiplen Ovulation in etwa 11,4 bis
22,4 % der Falle (Colazo & Ambrose, 2014; Lopez et al., 2005; Lopez-Gatius et al., 2005) in
nicht stimulierten Tieren zielt ein Superovulationsprogramm (SOP) darauf ab, gleichzeitig
multiple Follikel und darin enthaltene Oozyten heranreifen und ovulieren zu lassen. Dies
erfordert die Verabreichung eines Gonadotropinpraparats, welches die Effekte des FSH und
LH simuliert. Das SOP ermdoglicht es, den vom Korper der Kuh strikten Selektionsprozess auf
ein bzw. maximal zwei dominante Follikel zu umgehen (Boland et al., 1991). Die extern
zugefihrten Gonadotropine greifen erheblich in die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse ein und beeinflussen die Follikelentwicklung. Sie steigern die Ovulationsrate durch
Aktivierung reaktionsfahiger Follikel, indem die mitotische Aktivitat praantraler und kleiner
Antralfollikel der Follikelwelle gesteigert wird. Zusatzlich kommt es zu einer Reduktion der
Atresie antraler Follikel (Monniaux et al., 1983; Moor et al., 1984).

Die Superovulationsbehandlung wird meist in der Mitte der Lutealphase, d. h. etwa um den
zehnten Tag des Zyklus, initiiert, wobei ein Blltegelbkdrper vorliegt (Boland et al., 1991). Ein
intakter Gelbkoérper und dessen Progesteronproduktion sind von entscheidender Bedeutung
fur die Oozytenqualitat wahrend der Superstimulation. So zeigte eine Studie von Rivera et al.
(2011), dass ein SOP in der ersten Follikelwelle nach dem Ostrus, also ohne vorhandenen
BlUtegelbkdrper, signifikant schlechtere Embryonen hervorbrachte, als ein SOP in der ersten
Follikelwelle mit Applikation eines exogenen Progesterons oder ein SOP in der zweiten
Follikelwelle mit intaktem Corpus luteum. Ein hoher Progesterongehalt wahrend des
Wachstums der ovulatorischen Follikel korreliert mit einer verbesserten Oozytenqualitat
(Lonergan & Sanchez, 2020). Ein Inhibieren der Progesteronsynthese der Kumuluszellen
mittels Substitution von Trilostane (Inhibitor der 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase) wahrend
der In-vitro-Maturation (IVM) resultierte in schlechterer embryonaler Entwicklung. Dies deutet
darauf hin, dass Progesteron essenziell fur die Entwicklungskompetenz der Eizelle und folglich
des Embryos ist (Aparicio et al., 2011). Ein Start des SOP um den zehnten Tag des Zyklus
kann mit der Initiation der zweiten Follikelwelle oder noch der Follikeldominanz aus der ersten
Welle zusammenfallen (Ginther et al., 1989; Savio et al., 1988). Auf den potenziellen Einfluss
eines dominanten Follikels zu Beginn der Superovulationsbehandlung wird in Kapitel 2.6.1.1

eingegangen.

In der Literatur wird das equine Choriongonadotropin (eCG), welches in friherer Literatur auch

als Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG) bezeichnet wurde, als mogliches
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Gonadotropin zur Superovulation diskutiert. Es zeichnet sich durch eine lange Halbwertszeit
von bis zu 120 h aus, sodass eine einmalige Gabe ausreichend ist. In der Folge wird
Prostaglandin Fzq (PGF2) intramuskular 48 Stunden nach eCG-Gabe injiziert, um die
Luteolyse des bestehenden Corpus luteum einzuleiten (Bevers & Dieleman, 1987; Dieleman
et al, 1993; Jahnke & Youngs, 2021; Schams et al., 1978). Alternativ kdnnen
FSH-/LH-Praparate aus der Schweine- und Schafhypophyse verwendet werden, deren
Halbwertszeit in etwa 5 Stunden (Laster, 1972) betragt. Daher ist eine zweimal tagliche Gabe
Uber mehrere Tage erforderlich. Zumeist erfolgt die Superovulationsbehandlung tber 4 Tage
in absteigender Dosierung (Chupin & Procureur, 1983). Am dritten oder vierten Tag der
FSH-Behandlung wird ein PGFx-Praparat zur Einleitung der Luteolyse injiziert (Mapletoft &
Bo, 2012; Monniaux et al., 1983). Eine Ubersicht ist in Abb. 5 dargestellt. In den Anfangen des
Embryotransfers stellte die Verwendung von humanem Menopausengonadotropin (hMG) eine
weitere Mdglichkeit zur Superovulation dar. Da diese Methode jedoch keine nennenswerten
Vorteile bei der Kuh bietet und keine Préparate fur Rinder zugelassen sind, findet sie keinerlei

kommerzielle Anwendung (Jahnke & Youngs, 2021).

PGFa, (GnRH)
FSH-Injektionen Besamung Embryonen-
Ostrus l l l l l ll lOStFUS l l gewinnung
| ] ]
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Abb. 5 Schematischer Ablauf eines Superovulationsprogramms (SOP) mit einem FSH-
Praparat modifiziert nach Mikkola et al. (2020); FSH = Follikelstimulierendes Hormon,;
AM = vormittags; PM = nachmittags

Die Superovulation nimmt Einfluss auf die Follikelentwicklung, die in drei Phasen unterteilt
werden kann. In der ersten Phase kommt es zur primaren Stimulation und Rekrutierung von
Follikeln durch die Gonadotropine. Die Phase startet mit Beginn der Gonadotropinbehandlung
und dauert ca. drei Tage bis zur Gabe des PGF.,-Medikamentes. Die zweite Phase schliel3t
sich direkt an und endet mit dem LH-Peak. In dieser Phase kommt es zum weiteren Wachstum
der Follikel. Diese Phase ist mit ca. 41 Stunden deutlich kirzer als bei nicht-superovulierten
Tieren mit ca. 61 Stunden. Sie ist dadurch gekennzeichnet, dass sich die endogene
Basalsekretion, Pulsfrequenz und Pulsamplitude von FSH und Pulsfrequenz von LH deutlich

verringert (Dieleman & Bevers, 1993). Dies ist vermutlich auf das starkere negative Feedback
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der erhéhten Ostradiolkonzentration und des Inhibins der wachsenden Follikel zuriickzufiihren
(Driancourt, 1991). Der LH-Peak initiiert die abschlielende Maturation der Follikel und
Oozyten in der dritten Phase, welche mit multiplen Ovulationen endet. In diesen drei Phasen
sind die Gonadotropine mafigeblich fir Phase 1 und 2 von entscheidender Bedeutung
(Dieleman & Bevers, 1993).

Frihere Studien von Hyttel et al. (1986a) an superstimulierten Kiihen zeigten, dass null bis
zwei Stunden nach dem LH-Peak der perivitelline Spalt in der Oozyte entstand. Neun bis zwolf
Stunden nach dem LH-Peak kam es zu einer Auftrennung der Tight Junctions zwischen
Kumuluszellen und dem Oolemm und 19 Stunden nach dem LH-Peak wurde der erste
Polkérper ausgeschleust. Im Verlauf dieser Entwicklung sank die follikulare Ostradiol- und
stieg die follikulare Progesteronkonzentration (Callesen et al., 1986; Hyttel et al., 1986a).
Allerdings verlauft eine Superovulation beim stimulierten Tier nicht immer identisch, da es
durch den Eingriff in die fein abgestimmte Hormonachse auch zu Abweichungen kommen
kann. Diese Abweichungen gehen wiederum mit intra- und interfollikuldrer Asynchronitat
einher (Dieleman & Bevers, 1993). In physiologisch regular verlaufenden Entwicklungen
erfolgt die Oozytenmaturation synchron zur intrafollikuldaren Hormonverschiebung. Folglich
lassen sich weniger weit entwickelte Oozyten in Ostradiol-dominierten Follikeln
(Progesteron-Ostradiol-Ratio: < 0,8) beobachten. Ab dem LH-Peak erfolgt eine Verschiebung
der intrafollikularen Situation vom Ostradiol zum Progesteron hin, sodass ab 12 — 17 Stunden
nach LH-Peak eine Ratio von eins vorliegt. Ab 21 — 23 Stunden post LH-Peak, wenn die
Oozyten weiter entwickelt sind, zeigt sich eine Progesteron-Dominanz mit einer
Progesteron-Ostradiol-Ratio von > 1,2 (Callesen et al., 1986). Der Wechsel von der
Ostradiol- zu der Progesteron-Dominanz manifestiert sich beim superovulierten Tier
geringgradig schneller als bei nicht-superovulierten Tieren, wobei der Wechsel ab 20 Stunden
nach dem LH-Peak auftritt (Dieleman et al., 1983a). Dieser Wechsel der hormonellen
Konzentrationen ist darauf zurtickzufuhren, dass mit dem LH-Peak die Androgenproduktion in
den Granulosazellen arretiert. Dies fiihrt folglich zu einer Senkung der Ostradiolkonzentration.
Parallel markiert der LH-Peak den Beginn der Luteinisierung (Dieleman & Bevers, 1993; Lucy,
2007). In einigen Fallen kénnen sich bei superovulierten Kihen jedoch zum Zeitpunkt des
LH-Peaks bereits Oozyten im MIl-Stadium befinden, obwohl der Follikel noch Ostradiol
produziert. Diese veranderte hormonelle Follikelsituation kann mdglicherweise schadlich fur
die Entwicklung der Oozyte und anschliellend des Embryos sein (Dieleman & Bevers, 1993).
Diese Hypothese wurde durch die In-vitro-Studie von Beker et al. (2002) bestatigt, in der bei
der Maturation von Oozyten mit erhdhten 17B-Ostradiol-Spiegeln im Kultivierungsmedium
vermehrt nukleare Malformationen in Form von abnormaler chromosomaler Organisation

beobachtet wurden. Auch in vivo wurde dies bereits von Callesen et al. (1986) bei
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superovulierten Tieren bestatigt. Insbesondere Kiihe, die ein abweichendes Hormonprofil
aufwiesen, wiesen ebenfalls eine vermehrte asynchrone nukleare Oozytenmaturation auf, was
zu Oozyten und spater Embryonen minderer Qualitdt fihrte. In einer Studie von
Hyttel et al. (1991) konnte festgestellt werden, dass etwa die Halfte der untersuchten
superovulierten Tiere regular gereifte Oozyten aufwies. Ein Viertel der Tiere wies
ausschlief8lich Oozyten mit abweichender Maturation auf, wahrend das verbleibende Viertel
sowohl Oozyten mit regularer und abweichender Maturation aufwies. Oozyten aus
superovulierten Kihen wiesen eine vorzeitige Bildung des perivitellinen Raums, fehlende
Vakuolisierung des Zellkerns, reduzierte Menge an Lipidtropfchen und fehlende
Lipid-Mitochondrien-Assoziation, ein vergroRertes Kompartiment des rauen
endoplasmatischen Retikulums sowie verstarkte Chromatinkondensation auf (Assey et al.,
1994).

Die absolute Menge und Sekretion von ovariellen Hormonen in superovulierten Tieren
unterscheidet sich von nicht-superovulierten Tieren aufgrund des Wachstums und der
Entwicklung multipler Follikel und spaterer Corpora lutea (Saumande, 1980). Saumande
(1980) konnte bereits zeigen, dass 24 Stunden nach einmaliger Gabe von eCG die
Blutkonzentration des 17B-Ostradiols exorbitant anstieg. Die Tiere mit den héchsten
Ostradiolwerten zeigten im spateren Verlauf auch die meisten Ovulationen. Allerdings ist diese
Schlussfolgerung mit Vorsicht zu betrachten, da aus der Ostradiolkonzentration nicht sicher
auf den Ovulationserfolg geschlossen werden kann. Es ist ndmlich nicht gewahrleistet, dass
alle Ostradiol-produzierenden Follikel sicher ovulieren. Des Weiteren wurde ein quantitativer
Zusammenhang zwischen der Anzahl an Corpora Ilutea und der HOhe der
Blutprogesteronwerte post ovulationem festgestellt. Zudem konnte eine zeitliche Korrelation
beobachtet werden, wobei die Progesteronwerte bei den Tieren schneller anstiegen, bei denen

sich die Corpora lutea schneller und friher bildeten (Saumande, 1980).

2.5.2 Ovulationen

Bei Untersuchungen von Yadav et al. (1986) wurden Fleischrinder mit porzinem FSH (pFSH)
zweimal taglich Uber vier Tage hinweg in absteigender Konzentration beginnend an
Tag (D) 8-10 des Zyklus superstimuliert. Daraufhin folgte eine PGF2-Gabe 60-72 Stunden
nach der ersten pFSH-Injektion zur Auslésung der Luteolyse und folglich der Ovulationen. Die
erhobenen Daten ergaben, dass der Ostrus ca. 41,3 + 1,25 h nach der PGF2, -Gabe einsetzte.
Bereits zwei Stunden spater wurde der LH-Peak gemessen, gefolgt von multiplen Ovulationen
ab 21 Stunden nach LH-Peak. In der Studie von Kanitz et al. (2002) wurde der LH-Peak bei
mit pFSH stimulierten Farsen und Kihen 46,5 + 4,4 Stunden nach der PGF2-Gabe festgestellt.
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Die Ovulationen setzten 62—68 Stunden nach Beginn der Luteolyse bzw. 24—-30 Stunden nach
dem LH-Peak ein. In einer friiheren Studie aus dem Jahr 1978 (Maxwell et al., 1978) konnte
ein vergleichbares Ergebnis bei einer Stimulierung mit eCG bei Anguskiihen festgestellt
werden. Zwischen 18 und 24 Stunden nach Ostrusbeginn setzten die Ovulationen ein. Dies
bedeutet, dass die Ovulationen bei superovulierten Tieren friiher einsetzen als bei nicht-
superovulierten. Bei nicht-superovulierten Tieren tritt der LH-Peak erst 5-8 h nach dem
Ostrusbeginn auf und die Ovulation erfolgt ca. 25 h nach dem LH-Peak (Bloch et al., 2006;
Larsson, 1988; Roelofs et al., 2004). Lediglich in der Studie von Bloch et al. (2006) liegt das
Intervall zwischen Ostrusbeginn und LH-Peak mit 3,5 + 0,5 h bei nicht stimulierten Tieren
zeitlich enger an den zwei Stunden von superovulierten Tieren. Die Verkirzung der Intervalle
ist bei superovulierten Tieren auf das exogen zugefihrte Gonadotropin zurickzufihren,
welches zu einem starkeren und friiheren Anstieg des von den multiplen Follikeln produzierten
Ostradiols fiihrt. Diese These wird von Purwantara et al. (1994b) und B¢ et al. (2006) bestétigt.
Tiere mit einer geringeren Anzahl an groflen Follikeln und damit einhergehend einer
geringeren Anzahl an Ovulationen weisen einen spateren Beginn der Ovulationen auf. Somit
wird der Effekt des erhéhten Ostradiols auf die verkirzten Intervalle sogar zwischen

superovulierten Tieren deutlich.

In verschiedenen Studien wurde eine unterschiedlich lange Ovulationsperiode festgestellt
(siehe Tabelle (Tab.) 1). Es zeigen sich keinerlei Unterschiede in Beginn, Dauer und Anzahl
an Ovulationen zwischen Milchkihen und -rindern und zwischen dem linken und rechten Ovar
(Purwantara et al., 1994b).

Tab. 1 Ergebnisse verschiedener Studien Uber die Ovulationsperiode nach einer

Superovulation

Veroffentlichung Donoren Beginn  Gonado- Ovulationsperiode
SOP tropin

Maxwell et al. Anguskihe D 10-11 eCG 91 % der Ovulationen

(1978) N=15 innerhalb von 20 h

Yadav et al. Fleischrinder D 8-10 pFSH 80 % der Ovulationen

(1986) N =32 innerhalb von 12 h

88 % der groRen (> 10 mm J)
Follikel ovulieren innerhalb

von 22 h
Purwantara etal.  Milchkihe & D 9-12 pFSH 8,31£0,54 h
(1994b) -rinder Hauptanteil der Ovulationen in
N =20 den ersten 4 h

Das Wachstum der Follikel ist mit Beginn der Ovulationsperiode noch nicht abgeschlossen.
Insbesondere mittelgrof’e (6—10 mm @) und kleine (< 5 mm ) Follikel kdnnen nach Ovulation

der ersten gréBeren (> 10 mm @) Follikel noch weiterwachsen. Dies zeigte sich in den
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Untersuchungen von Yadav et al. (1986) in einem Anstieg der Anzahl kleiner Follikel, wenn
die Anzahl grofier Follikel sank. Es wurde beobachtet, dass selbst mittelgroRe Follikel zu
einem spateren Zeitpunkt noch ovulieren. Mit den Ovulationen der ersten Follikel steht den
kleineren Follikeln nun mehr FSH zur Verfliigung, was ihnen zuvor durch die Follikelhierarchie,
bei der grol3e Follikel das Wachstum der kleineren inhibieren, verwehrt blieb (Yadav et al.,
1986).

2.5.3 Fertilisation

In einer Vielzahl alterer Studien wurde festgestellt, dass die Befruchtungsrate bei
superovulierten Tieren deutlich unter der nicht-superovulierter Tiere lag. So wurde von
Elsden et al. (1976) bei nicht superovulierten Tieren eine Befruchtungsrate von 89 %
beobachtet, wahrend superovulierte Tiere trotz dreimaliger Besamung mit tiefgefrorenem
Sperma bzw. zweimaliger Besamung mit frischem Sperma lediglich eine Befruchtungsrate von
70 % erreichten. Ebenfalls in den Untersuchungen von Hasler et al. (1983) wurde eine
Befruchtungsrate nach einer Superovulation von ca. 70 % erreicht, wahrend Hasler (1992)
eine Rate von 64 % erreichte. Auch Saacke et al. (1998) erzielten eine um 19,3 %-Punkte
geringere Befruchtungsrate bei superovulierten Kiihen. Demgegenuber belegen die Studien
von Dalton et al. (2000) und Sartori et al. (2002), dass bei der Verwendung hochqualitativer
Spermaportionen und beim richtigen Besamungszeitpunkt Befruchtungsraten von Gber 80 %

erreicht werden konnen.

Kafi und McGowan (1997) vermuteten, dass die geringere Befruchtungsrate bei
superovulierten Rindern und Kihen auf eine Stérung im Spermientransport und/oder des
Transportes der Eizellen sowie auf eine suboptimale Eizellqualitat zuriickzufihren sei. Wie die
Ubersichtsarbeit von Mirihagalle et al. (2022) ausfihrlich darlegt, spielt das Steroidhormon
Progesteron eine entscheidende Rolle bei der Freisetzung der Spermien aus dem
Spermienreservoir im Ovidukt nicht stimulierter Tiere. Bei Schweinen flihrte sowohl eine
Progesteroninjektion unter die Serosa der Eileiter im Bereich des Spermienreservoirs als auch
eine Progesteronsubstitution bei Oviduktzell-Spermien-Aggregaten, zu einer vermehrten
Freisetzung von Spermien (Hunter, 1972; Machado et al., 2019). Dartber hinaus beeinflusst
Progesteron, wie in der Ubersichtsarbeit von Tamburrino et al. (2020) dargelegt, auch manche
Spermienfunktionen post ejaculationem, wie die Kapazitation, die Akrosomenreaktion sowie
die hyperaktive Motilitdt und Chemotaxis. Ob dieser Einfluss jedoch beim superovulierten Tier
zum Tragen kommt, ist fraglich. Es ist bekannt, dass der Progesterongehalt post ovulationem

nach einer Superovulation hdher ist als bei nicht-superovulierten Tieren. Dieser Unterschied
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manifestiert sich jedoch erst ab Tag zwei bis vier nach den Ovulationen bzw. der Ovulation
(Forde et al., 2012; O’Hara et al., 2012).

Das Steroidhormon Ostradiol, welches bei einer Superstimulation erhéht ist (Fontes et al.,
2019; Saumande, 1980), kann Einfluss auf die Befruchtungsfahigkeit der Spermien nehmen.
Ostradiol beeinflusst das Ostrus-assoziierte Glykoprotein, welches vom Oviduktepithel in das
Lumen sezerniert wird (Gerena & Killian, 1990). Eine vierstiindige Inkubation von Spermien
mit diesem Glykoprotein resultierte in einer signifikanten Steigerung der Kapazitationsrate der
Spermien (King et al., 1994). Im Vergleich zu nicht stimulierten Tieren zeigten Kihe, die mit
pFSH oder eCG stimuliert wurden, eine erhéhte Ostradiolkonzentration im Oviduktgewebe und
einen Anstieg der mRNA, die fiir das Ostrus-assoziierte Ovidukt-spezifische Glykoprotein 1
(OVGP1), auch Oviductin genannt, kodiert (Fontes et al., 2019; Zhao et al., 2022).

Uber die Hypothese, dass die geringeren Befruchtungsraten bei superovulierten Tieren auf
einen fehlerhaften Spermientransport zurlickzufiihren ist, herrscht Uneinigkeit.
Hyttel et al. (1991) stellten in ihren Untersuchungen eine fehlerhafte Bildung des
Spermienreservoirs bei superovulierten Tieren fest. Der Spermientransport in den Eileitern
wurde mittels Rasterelektronenmikroskop bei nicht stimulierten und superstimulierten Tieren
untersucht. Bei den nicht stimulierten Tieren bildete sich innerhalb eines Zeitraums von
weniger als finf Stunden ein Spermienreservoir in der Nahe der uterotubalen Mindung im
Anfangsbereich des Isthmus der beiden Eileiter. Weder die Akkumulation von Spermien im
Reservoir noch die anschlieliende Umverteilung der Spermien aus dem Reservoir wurden
durch unilaterale Steroidsignale der Eierstdcke reguliert. Bei drei von vier superovulierten
Farsen wurde hingegen kein oder nur ein einseitiges Spermienreservoir beobachtet, was auf
eine Storung des Spermientransports hindeutet. Hawk et al. (1987) stellten bei dem Vergleich
von superovulierten und nicht-superovulierten Schafen nach einem Natursprung eine
reduzierte Anzahl an Spermien in der Zervix, der Gebarmutter und den Eileitern fest. Drei
Stunden nach dem Natursprung war dies insbesondere in der Zervix und 23 Stunden nach
dem Natursprung vor allem in den Eileitern auffallig. Zudem wurde eine reduzierte
Befruchtungsrate bei den superovulierten Schafen festgestellt, was die Autoren zu der
Schlussfolgerung veranlasste, dass die Superovulation den Spermientransport beeinflusst.
Die Ergebnisse von Wiley et al. (1982), die bei Untersuchungen an Kuhen erzielt wurden,
stehen jedoch in Widerspruch zu dieser Aussage. In den Versuchen erfolgte die Besamung
von acht superovulierten und funf nicht-superovulierten Tieren mit je 13 Millionen motilen
Spermien. DreiRig Stunden nach Ostrusbeginn wurden bei den superovulierten Tieren ein und
bei den nicht-superovulierten Tieren beide Eileiter chirurgisch entfernt. Die verschiedenen
Segmente des Ovidukts wurden getrennt durchgespilt und die Anzahl der Spermien

quantifiziert. Weder im Isthmus noch in der Ampulle des Oviduktes unterschieden sich die
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Spermienkonzentrationen zwischen den superovulierten und nicht-superovulierten Kihen.
Zudem konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Spermienkonzentration im Eileiter
und der Befruchtungsrate im verbliebenen Eileiter bei den superovulierten Kiihen festgestellt
werden (Wiley et al., 1982).

Das Vorhandensein akzessorischer Spermien, die sich an der Zona pellucida einer
befruchteten Eizelle anheften, unterscheidet sich deutlich zwischen superovulierten und
nicht-superovulierten Tieren. Bei Tieren mit einer einfachen Ovulation wiesen die meisten
Embryonen und 80 % der unbefruchteten Eizellen akzessorische Spermien auf. Die
durchschnittliche Anzahl akzessorischer Spermien lag zwischen 18 und 42 Spermien pro
Embryo bzw. 18 Spermien pro unbefruchteter Eizelle (Sartori et al., 2002). Ahnliche
Ergebnisse erlangten Hawk und Tanabe (1986), die nahezu bei allen Embryonen aus nicht
stimulierten Kiihen akzessorische Spermien nachwiesen. Im Durchschnitt (arithmetisches
Mittel) fanden sich 40 Spermien und im Median 20 Spermien pro Embryo von
Erstbesamungskihen. Dedarnette et al. (1992) stellten die Hypothese auf, dass die Anzahl
akzessorischer Spermien in/an der Zona pellucida der Embryonen bei nicht-superovulierten
Tieren positiv mit der Befruchtung und der Embryonenqualitat korreliert. Es konnte festgestellt
werden, dass unbefruchtete Eizellen die wenigsten akzessorischen Spermien trugen. Der
Median an akzessorischen Spermien nahm von Embryonen mit sehr guter Qualitat zu
Embryonen mit schlechter Qualitat ab. Degenerierte Embryonen wiesen mehr akzessorische
Spermien auf als unbefruchtete Eizellen, aber weniger als taugliche Embryonen (DeJarnette
et al., 1992). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Forschungsergebnissen von
Nadir et al. (1993). Die Hypothese kann bei superovulierten Tieren nicht sicher bestatigt
werden, da haufig eine nicht ausreichende Menge an akzessorischen Spermien bei den
Embryonen festgestellt wird. Embryonen aus superovulierten Tieren weisen signifikant
geringere Mengen an akzessorischen Spermien auf als Embryonen aus nicht-superovulierten
Tieren. Allerdings weisen zahlreiche Embryonen aus superovulierten Tieren Spuren an der
Zona pellucida auf, die auf ein Ansetzen, jedoch dann auf ein vorzeitiges Ldsen der
akzessorischen Spermien hindeuten (Saacke et al., 1998). Hawk und Tanabe (1986) stellten
bei 17 % der Embryonen und Saacke et al. (1998) lediglich bei 10 % der Embryonen und
unbefruchteten Eizellen von Kihen nach einer Superovulation akzessorische Spermien fest.
Dalton et al. (2000) untersuchten die Anzahl akzessorischer Spermien und deren Spuren an
der Zona pellucida in Abhangigkeit zum Besamungszeitpunkt nach einer Superovulation. Die
Kihe wurden einmalig mit einer Gesamtspermiendosis von 50 Millionen Spermien entweder
0, 12 oder 24 Stunden nach dem Beginn des Ostrus kiinstlich besamt. Die Ergebnisse der
Studie zeigten, dass die Anzahl der akzessorischen Spermien mit zunehmendem Abstand der

Besamung zum Ostrusbeginn anstiegen. Nach einer Besamung 24 Stunden nach



Schrifttum 23

Ostrusbeginn trugen signifikant die meisten Embryonen (41 %) durchschnittlich 2,9 + 8,3
akzessorische Spermien, wahrend an 52 % der Embryonen Spuren akzessorischer Spermien
festgestellt wurden. Demgegeniber wurden bei einer Besamung 0 Stunden nach
Ostrusbeginn lediglich bei 5 % der Embryonen akzessorische Spermien (@ 0,07 + 0,31)
beobachtet und bei 21 % der Embryonen wurden Spuren davon festgestellt. Bei der Besamung
12 Stunden nach Ostrusbeginn trugen 8 % der Embryonen durchschnittlich 0,24 + 1,3

akzessorische Spermien und 31 % der Embryonen Spuren davon.

Die Anzahl der akzessorischen Spermien kann die Anzahl der Spermien widerspiegeln, die
um die Befruchtung konkurriert haben. Dies wurde von Nadir et al. (1993) an
nicht-superovulierten Tieren dargelegt. Eine Steigerung der Spermiendosis von 20 Millionen
auf 100 Millionen Gesamtspermien pro Besamung flihrte sowohl zu einem Anstieg der Anzahl
an akzessorischen Spermien im Median (3,0 zu 27,5 pro Embryo/unbefruchteter Eizelle) als
auch zu einer Steigerung des Anteils der Embryonen, die akzessorische Spermien tragen
(79 % zu 92 %). Hawk et al. (1988) konnten diesen Effekt ebenfalls bei superovulierten Tieren
nachweisen. Bei 12 % der befruchteten Embryonen nach einer Superovulation und Besamung
mit durchschnittlich 70 Millionen Gesamtspermien wurden akzessorische Spermien
beobachtet. Demgegeniber flihrte eine Besamung mit einer 100-fach hdheren
Gesamtspermienzahl von im Durchschnitt 4,4 Milliarden Spermien zu 32 % befruchteten

Embryonen, die akzessorische Spermien trugen.

2.5.4 Transport der Eizellen und der Embryonen

Der Uteruseintritt der Embryonen erfolgt bei nicht-superovulierten Kiihen in der Regel um den
dritten oder tendenziell sogar eher den vierten Tag nach der Ovulation (Hamilton & Laing,
1946). In verschiedenen Studien wurde die Verteilung der Embryonen im Ovidukt und im
Uterus an verschiedenen Tagen nach der Ovulation an geschlachteten Tieren untersucht. In
der Untersuchung von Hafez et al. (1963) an nicht-superovulierten Kiihen wurden zwei Tage
nach der ersten Ovulation noch alle Embryonen im Ovidukt nachgewiesen. In den
nachfolgenden Tagen konnte jedoch eine Zunahme der im Uterus befindlichen Embryonen
beobachtet werden. Dabei waren die meisten Embryonen am dritten oder friih am vierten Tag
in den Uterus Ubergetreten. In einer Studie von El-Banna und Hafez (1970) einige Jahre spater
wurde der Uteruseintritt zwischen superovulierten und nicht-superovulierten Kihen direkt
miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass die Embryonen oder Eizellen bei superovulierten
Kldhen innerhalb der ersten 72 h nach der Ovulation weiter kaudal im Ovidukt in Richtung
Uterus lagen als bei nicht-superovulierten Tieren. Nach den 72 Stunden wurden in drei

untersuchten superovulierten Kihen alle Embryonen im Uterus gefunden. Bei drei nicht-
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superovulierten Tieren befanden sich hingegen alle Embryonen noch im Ovidukt. Es sei jedoch
angemerkt, dass es sich um einen Versuch mit geringer Stlickzahl handelt. In einer spateren
Studie von Moore (1975) konnten bei superovulierten Kihen bereits nach 48 Stunden
Embryonen oder Oozyten in einem geringen Prozentsatz (15 %) im Uterus nachgewiesen
werden. Der Grofdteil an Embryonen (65 %) trat in dieser Studie zwischen 48 und 72 h in die
Uterushornspitze (ber. Die Ergebnisse dieser Studien deuten darauf hin, dass der
Uteruseintritt bei superovulierten im Vergleich zu nicht-superovulierten Tieren beschleunigt

erfolgt.

Wahrend der Grofteil der Embryonen friiher in den Uterus eintritt, kann ein geringer Anteil von
ca. 6 % der Embryonen auch nach 10-16 Tagen noch im Ovidukt aufzufinden sein, wodurch
eine Ausspulung mittels nicht-chirurgischer Verfahren erschwert wird (Betteridge et al., 1980).
Der Einsatz uterusmotilitdtsfordernder PGFx.-Medikamente 12-16 Stunden vor der

Embryonengewinnung férdert die Ausspdlrate (Wolgast, 2009).

2.5.5 Fruhe Embryogenese im Ovidukt und im Uterus

Ein vorzeitiger Eintritt von Embryonen in den Uterus kann mit potenziellen Schaden fur diese
einhergehen. Infolge des hohen préovulatorischen Ostrogenspiegels kommt es zu einer
Asynchronitat zwischen Uterus und Embryo, welche eine Anpassung aneinander erschwert.
Diese These wurde in Versuchen von Newcomb et al. (1976) experimentell belegt. An Tag
drei nach Ostrusbeginn wurden bei 14 superovulierten Kiihen unilateral Embryonen aus dem
Ovidukt mit einem kleinen Volumen an Kochsalz oder Spilmedium in den Uterus gespllt.
AnschlielRend wurden beide Eileiter ligiert. Im Rahmen einer zweiten Spulung wenige Tage
spater zeigte sich bei den Embryonen aus dem Uterus ein Anteil degenerierter Embryonen
von 69,4 %. Demgegenuber belief sich der Anteil degenerierter Embryonen aus dem
kontralateralen Ovidukt lediglich auf 18,5 % (Newcomb et al., 1976). Dieses Ergebnis stutzt
die These, dass ein verfrihter Eintritt von weniger als 72 h alten Embryonen eine schadigende

Wirkung auf diese haben kann.

Dies lasst sich durch die unterschiedlichen Bedingungen flir den Embryo im Ovidukt und im
Uterus erklaren. Das Oviduktsekret zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an Substraten und
Ko-Faktoren aus, zu denen Pyruvat, Hydrogencarbonat, freie Aminosauren und weitere Stoffe
gehoren. Diese werden von der oviduktalen Mukosa produziert und ins Lumen abgegeben.
Das Oviduktepithel zeigt eine besondere Aktivitat in Bereichen, in denen sich ein Embryo
befindet (Kolle et al., 2009). Die hormonelle Superstimulation mit multiplen Ovulationen geht

mit multiplen Corpora lutea einher. Von Tag vier bis sieben nach den Ovulationen ist bei
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superovulierten Kihen im Vergleich zu nicht stimulierten Tieren ein signifikant héherer
Progesterongehalt im Blut nachzuweisen (Forde et al., 2012). Eine erhéhte unphysiologische
Progesteronkonzentration nimmt grundsatzlich keinen Einfluss auf die Sekretionsrate im
Ovidukt, jedoch aber auf die Zusammensetzung des Sekretes. Hugentobler et al. (2010)
berichteten bei einem erhdhten zirkulierenden Progesterongehalt im Blut im Vergleich zu
physiologischen Werten von gestiegenem Sulfat, aber auch Natrium sowie neun von zwanzig
Aminosauren im Oviduktsekret. Insbesondere die Aminosaure Glycin war in doppelt so hoher
Konzentration nachzuweisen (Hugentobler et al., 2010). Die biochemische Zusammensetzung
der Oviduktflissigkeit unterscheidet sich erheblich von der des Uterus. Dies lasst den Schluss
zu, dass die Substratzusammensetzung im Ovidukt fir die Embryonen in frihen
Furchungsstadien von entscheidender Bedeutung ist. Ein frihzeitiger Eintritt der Embryonen
in den Uterus, wobei junge Embryonalstadien einem veranderten Milieu ausgesetzt werden,
koénnte einer der Griinde fur die erhdhten Degenerationsraten der Embryonen in der Studie

von Newcomb et al. (1976) sein.

In einer Studie aus Kanada 2014 wurde die biochemische Zusammensetzung der Flissigkeit
im Uterus und des Serums von superovulierten Kihen und nicht-superovulierten Tieren an
Tag 7 des Zyklus und am Tag der Embryonengewinnung untersucht. Dabei zeigte sich am
Tag der Embryonengewinnung bei den Tieren der Superovulationsgruppe im Vergleich zu
denen der Kontrollgruppe ein erhdhter Gehalt an PGFx-Metaboliten sowie ein erniedrigter
Glukosegehalt in der uterinen Flussigkeit. Im Serum waren die Harnstoffgehalte, die
PGF2-Metaboliten und das Progesteron erhdht (Rasolomboahanginjatovo et al., 2014). Auch
in anderen Studien wiesen superovulierte Kiihe gegenlber nicht-superovulierten Kilhen einen
erhohten Gehalt an PGF2.-Metaboliten auf (Dos Santos et al., 2009). Fur den erhdhten Gehalt
an PGFy.-Metaboliten sind verschiedene Griinde zu nennen. Der wahrscheinlichste liegt im
erhohten Progesteronspiegel, der auf die gréRere Anzahl an Corpora lutea zuriickzufuhren ist.
Ein erhohter Progesterongehalt hat ein negatives Feedback auf die eigenen Rezeptoren.
Dadurch kommt es zu einer vermehrten Bildung von PGF2, aus dem Endometrium
(Dos Santos et al., 2009). Erhdhte Werte an PGF2.-Metaboliten sind negativ mit der Anzahl
transfertauglicher Embryonen korreliert, indem sie einen negativen Effekt auf Entwicklung,
Schlupf und Uberlebensrate der Embryonen ausiiben (Scenna et al., 2004; Schrick et al.,
1993). So zeigte sich in der Studie von Scenna et al. (2004) bei der Kultivierung von In-vitro-
Embryonen im 16- bis 32-Zellstadium unter erhdhten PGF..-Konzentrationen Uber einen
Zeitraum von vier Tagen eine verringerte Blastozystenrate. In einem weiteren Experiment
wurde festgestellt, dass auch In-vivo-Morulae, die nach dem Auftauen fir 24 Stunden in

Kultivierungsmedien mit erhdhten PGF..-Konzentrationen gegeben wurden, zwar keine
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reduzierte Blastozystenrate, jedoch eine reduzierte Schlupfrate aufwiesen (Scenna et al.,
2004).

Die erhdhten Werte an Harnstoff im Serum im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe
koénnen sich ebenfalls schlecht auf die Embryonen auswirken (Rasolomboahanginjatovo et al.,
2014). In Studien, in denen durch die Futterung ein hoher Harnstoffgehalt im Serum induziert
wurde, konnte zunachst kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl, Qualitat und
Entwicklungsstadien der Embryonen zwischen den Tieren mit hohem Harnstoffgehalt und
denen der Kontrollgruppe festgestellt werden. Langfristig zeigte sich jedoch eine verminderte
Lebensfahigkeit, da die Embryonen aus den Donoren mit hohem Harnstoffgehalt schlechtere
Anwachsraten bei den Rezipienten aufwiesen (Rhoads et al., 2006). In der kanadischen Studie
lagen die erhdhten Harnstoffwerte allerdings noch in einem moderaten Bereich, sodass kein
Einfluss auf die Anzahl ftransfertauglicher Embryonen wahrgenommen wurde

(Rasolomboahanginjatovo et al., 2014).

Im Rahmen der kanadischen Versuche konnte eine erniedrigte uterine Glukosekonzentration
am Tag der Embryonengewinnung bei den Tieren der Superovulations-Gruppe im Vergleich
zu denen der Kontrollgruppe festgestellt werden. Diese Beobachtung lasst sich vermutlich auf
einen erhohten  Glukosestoffwechsel der multiplen  Embryonen  zurickflihren
(Rasolomboahanginjatovo et al., 2014). Uber eine zu geringe Glukosekonzentration wird in
der Literatur nur wenig gesprochen. Inshesondere im Energiestoffwechsel der spaten Morulae
und Blastozysten spielt Glukose eine wesentliche Rolle. Es konnte nachgewiesen werden,
dass der Glukosemetabolismus signifikant zwischen dem 8- und 16-Zellstadium ansteigt
(Rieger et al.,, 1992). Eine zu hohe Glukosekonzentration kann jedoch auch einen
schadigenden Einfluss auf den Embryo ausiben. Dies konnte in In-vitro-Versuchen mit
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen im Kultivierungsmedium belegt werden, wobei
dieser Effekt in den frihen Entwicklungsstadien (Tag 0-3) bereits ab 3 mmol/l Glukose
ausgepragt war, was zu reduzierten Blastozystenraten fiihrte. Bei den alteren Embryonen
(Tag 4-8) waren lediglich ab einer Konzentration von 5 mmol/l Glukose schadigende

Auswirkungen auf die weitere Entwicklung auszumachen (Matsuyama et al., 1993).

Der bei superovulierten Tieren erhdhte Progesterongehalt nimmt weiterhin Einfluss auf das
Transkriptom des Endometriums und dessen Histiotrophe. Eine detaillierte Analyse ergab,
dass sich das endometriale Transkriptom superstimulierter Kihe mit supraphysiologischem
Progesterongehalt erheblich von dem nicht stimulierter Tiere unterscheidet. Es zeigte sich,
dass bei superstimulierten Tieren 795 Gene im Endometrium hoch- und 440 runterreguliert
sind. Im Vergleich zu Tieren, die einen erhOhten Progesterongehalt im physiologischen

Rahmen nach Behandlung mit intravaginalen Progesteronspiralen aufwiesen, sind dies
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zehnmal mehr veranderte Gene (Forde et al.,, 2012). Ein unphysiologisch erhéhter
Progesterongehalt nahm ebenfalls Einfluss auf die Sekretion des Uterusepithels. Die
Sekretionsrate war erniedrigt und der Gehalt der Aminosaure Valin war signifikant erhoht
(Hugentobler et al., 2010).

Ob ein erhdhter Progesterongehalt einen direkten Einfluss auf frihe Embryonen hat, ist noch
nicht eindeutig bestatigt (Lonergan & Sanchez, 2020). Wahrend Larson et al. (2011) in ihren
In-vitro-Versuchen keinen Unterschied in der Teilungs- und Blastozystenrate Dbei
Progesteronsupplementation verzeichnen konnten, nahmen Gad et al. (2011) ein signifikant
verandertes Transkriptom in Blastozysten aus superstimulierten Tieren wabhr. In dieser Studie
wurde das Transkriptom zwischen Blastozysten aus superstimulierten Fleckviehkiuhen, die
sich unter supraphysiologischen Progesteronkonzentrationen in den Donoren entwickelten
und Blastozysten aus superstimulierten Kihen, die sich ab Tag 2 bei einer physiologischen
Progesteronkonzentration in Rezipienten entwickelten, verglichen. Es besteht jedoch
Unklarheit dariber, ob es sich um funktionelle oder rein plastische Veranderungen des
Transkriptoms handelt. Allerdings ist festzuhalten, dass der Anteil der Embryonen, die sich zu
einer Blastozyste weiterentwickelten, bei den superstimulierten Donoren geringer war als bei

den nicht stimulierten Rezipienten (Gad et al., 2011).

Eine Studie an Wagyuklihen bestatigt, dass Embryonen nach einer Superovulation selbst
einen Einfluss auf die Zusammensetzung der uterinen FlUssigkeit ausiben. Alle
21 Wagyukuhe der Studie wurden superstimuliert, aber nur 15 Tiere wurden instrumentell
besamt. Die Anwesenheit multipler Embryonen fuhrte zu einer signifikanten Veranderung der
Proteinzusammensetzung und des Gehalts an exosomaler micro-RNA in der Uterusflussigkeit
an Tag sieben nach der Besamung, welche Einfluss auf die immunologische Interaktion

zwischen Embryonen und Uterus nehmen kann (Kusama et al., 2021).
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2.6 Einflussfaktoren auf die Anzahl und Qualitdit von Embryonen nach einer
Superovulation

Die Auswirkung von Erndhrungsfaktoren wie Futteraufnahme, Energiezufuhr, Eiweildquellen
und -gehalt sowie der Zusatz von Fettsauren, Vitaminen und Mineralien auf die Fertilitat ist
Bestandteil vieler Untersuchungen. Eine Vielzahl von Ubersichtsarbeiten umfassen dieses
weite Spektrum und dessen Einfluss auf die Oozyten- und Embryonenqualitat (Diskin et al.,
2003; D’Occhio et al., 2019; Laven et al., 2007; Leroy et al., 2008; Mikkola et al., 2020; Sartori
et al., 2017). Die multifaktoriellen Wechselwirkungen zwischen dem physiologischen und
metabolischen Status der Spenderkihe, den Nahrungsbestandteilen der verschiedenen
Versuchsdiaten und die unterschiedlichen Studiendesigns machen den Vergleich vieler
Studien auBerst komplex. Dadurch besteht haufig Uneinigkeit Gber den Einfluss der
untersuchten Parameter. Im Schrifttum der vorliegenden Arbeit wird daher der Fokus auf
nicht-futterungsrelevante Einflussfaktoren in Bezug auf die verschiedenen Phasen der

Oozytenreifung und Embryonalentwicklung gelegt.

2.6.1 Einflussfaktoren zum Zeitpunkt der Follikelentwicklung und der Ovulation
2.6.1.1 Zyklusstadium

Aufgrund empirischer Daten und Praxiserfahrung hat sich in den frlhen Zeiten des
Embryotransfers der Beginn des Superovulation-Verfahrens in der Mitte des Zyklus an Tag 8
bis 12 wahrend der Lutealphase etabliert (Mikkola et al., 2020). Dies wurde bereits frih durch
die Ergebnisse praktischer Studien bestatigt. Dabei zeigte sich, dass ein friherer Beginn der
Superovulation vor Tag 8 bei Holsteinfarsen mit einer geringeren Anzahl an Gelbkdrpern und
befruchteter Embryonen einhergeht (Lindsell et al., 1986). Im Rahmen wissenschaftlicher
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ca. 10 Tage nach der Ovulation mit dem Beginn
der zweiten Follikelwelle und somit einem Aufkommen rekrutierbarer Follikel zu rechnen ist
(Ginther et al., 1989). Es konnte nachgewiesen werden, dass der Follikelstatus im Ovar einen
relevanten Einfluss auf den Erfolg der Superovulation nimmt. Die Ansprechbarkeit des Ovars
auf FSH und LH variiert in Abhangigkeit von dem Stand der Follikelwelle. FSH unterliegt einem
negativen Feedback von Ostradiol und Inhibin. Ein erhdhter FSH-Spiegel initiiert und férdert
das Wachstum der Follikel, welche daraufhin beginnen, Ostradiol zu produzieren. In der
Konsequenz wird der zirkulierende FSH-Spiegel wieder gesenkt, was eine weitere
Rekrutierung von Follikeln verhindert (Adams, 1994, 1999; Mapletoft et al., 2002). Folglich
wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Beginn des SOP bestenfalls vor der Selektion eines
dominanten Follikels erfolgen sollte. Liegt bereits ein dominanter Follikel vor, ist die

Rekrutierung bereits abgeschlossen und der dominante Follikel weist eine LH-Praferenz auf
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(Mapletoft et al., 2002). Diese These konnte im Jahr 1993 in zwei verschiedenen Studien
belegt werden. In der Studie von Adams et al. (1993) wurden nullipare Holsteinfarsen in zwei
Gruppen aufgeteilt und mit rekombinantem bovinem FSH Uber einen Zeitraum von vier Tagen
stimuliert. Die Stimulation erfolgte in der ersten Follikelwelle nach der Ovulation, sodass bei
Tieren der Gruppe 1 einen Tag nach der Ovulation, also vor einer Selektion eines dominanten
Follikels, die Hormonbehandlung initiiert wurde. Bei Farsen der Gruppe 2 wurde hingegen ab
Tag funf post ovulationem das Superovulationsprogramm initiiert, folglich nach der Selektion
des dominanten Follikels der ersten Follikelwelle. Die Ergebnisse zeigen, dass die Tiere der
Gruppe 1 signifikant mehr Ovulationen aufwiesen als die der Gruppe 2 (Adams et al., 1993).
Nasser et al. (1993) wahlten in ihrer Studie noch engere Zeitabstadnde und untersuchten eine
hohere Anzahl an Tieren pro Gruppe. Nullipare Mastfarsen sind mit Folltropin® (Vetoquinol,
pFSH) Uber 5 Tage hinweg superstimuliert worden. Die Tiere wurden in 4 Gruppen eingeteilt
und an den Tagen -1, 0, +1, und +2, wobei die Ovulation an Tag 0 stattfand, gestartet. Aus
Grinden der Einfachheit erfolgte in diesem Studiendesign die Superovulation mit der ersten
Follikelwelle. Die Hypothese, dass eine exogene FSH-Behandlung parallel zum natdrlichen
FSH-Anstieg einen Tag vor der beginnenden Follikelwelle einen positiven Effekt auf das
Superovulationsergebnis hat, konnte bestatigt werden. Die Farsen der Gruppe 0 wiesen
signifikant mehr Gelbkoérper (18,4 + 3,4) auf als die der Gruppen -1 (9,5 + 2,3), +1 (6,7 + 2,2)
und +2 (6,5 £ 2,3). Dabei zeigte sich, dass bei den Tieren der Gruppe -1 immer noch
tendenziell mehr Gelbkorper beobachtet werden konnten als bei Kiihen der beiden spateren
Gruppen. Auch am letzten Tag der Stimulation wiesen die Farsen der Gruppen -1 und O

signifikant mehr Follikel = 7 mm auf als die der Gruppen +1 und +2 (Nasser et al., 1993).

Mit diesem Wissen sind lediglich 20 % des Zyklus, also ca. 4-5 Tage, optimal, um ein SOP
zu starten, die restlichen 80 % des Zyklus sind als unvorteilhaft hinsichtlich des Spulerfolges
zu sehen  (Mapletoft et al, 2002). Aufgrund dessen haben  sich
Vorsynchronisationsprogramme jeglicher Art mit verschiedenen Kombinationen an
Behandlungen mit Ostradiol, intravaginalen oder lokalen Progesteronimplantaten,
systemischen Progesterongaben, GnRH- und LH-Praparaten etabliert (Mapletoft & Bo, 2013).
Die Ergebnisse der Studien schwanken zwischen keinem Unterschied und einem positiven
Einfluss einer Vorsynchronisation. Es ist zu beachten, dass nicht fur alle Protokolle Praparate

in der EU zugelassen und verfugbar sind.

Die wohl praktikabelste Variante ohne =zusatzliche Hormonverabreichung der
Vorsynchronisation stellt die Ablation des dominanten Follikels dar, weshalb in dieser
Ausarbeitung nur auf diese Variante naher eingegangen wird. Die Ergebnisse diverser
Studien, in denen FSH- oder eCG-Praparate zur Stimulation von Milchkihen eingesetzt

wurden, legen nahe, dass die Anzahl der Corpora lutea und die Anzahl transfertauglicher
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Embryonen bei Vorhandensein eines dominanten Follikels zum Zeitpunkt des Beginns der
Superstimulation signifikant geringer ist (Bungartz & Niemann, 1994; Guilbault et al., 1991;
Huhtinen et al., 1992). Dies spricht fur die Indikation zur Entfernung des dominanten Follikels.
Fur die Ablation wird transvaginal der dominante Follikel punktiert oder kauterisiert. In der
Folge kommt es zu einem Anstieg der FSH-Konzentration nach einem Tag, sodass ein bis
zwei Tage nach der Behandlung eine neue Follikelwelle initiiert wird (Adams et al., 1992;
Bergfelt et al., 1994). Der Erfolg einer Ablation wird kontrovers diskutiert (siehe Tab. 2).

Tab. 2 Ergebnisse verschiedener Studien Uber den Erfolg einer Ablation eines dominanten
Follikels jeweils 2 Tage vor dem Superovulationsprogramm mit FSH-Praparaten;

FSH = Follikelstimulierendes Hormon

Veroffentlichung Donoren Ergebnisse nach Ablation des dominanten
Follikels im Vergleich zu keiner Ablation

Bungartz und Milchkihe 1 Anzahl Corpora lutea

Niemann (1994) N =38 1 Anzahl gesamt gewonnener Embryonen + Oozyten

1 Anzahl transfertauglicher Embryonen
Ergebnisse vergleichbar zu denen nach einer
Superovulationen ohne dominanten Follikel

Shaw und Good  Kuhe (Milch- | Anzahl gesamt gewonnener Embryonen + Oozyten

(2000) und Kein Unterschied in der Anzahl transfertauglicher
Fleischrasse) Embryonen
N = 1385

Kim et al. (2001)  Milchkihe 1 Anzahl Corpora lutea
N =26 1 Progesteronkonzentration

1 Anzahl gesamt gewonnener Embryonen + Oozyten
1 Anzahl transfertauglicher Embryonen
Diaz et al. (2001)  Milchkihe Kein Unterschied in:
N=11 Anzahl Corpora lutea, Anzahl und Rate gesamt
gewonnener Embryonen + Oozyten, transfertauglicher
Embryonen
In dem Datenpool von Shaw und Good (2000) wurden 87 Tiere mit vier oder mehr
Superovulationen, davon je mindestens zwei mit und ohne Ablation des dominanten Follikels,
beobachtet. Auch auf Kuh-individueller Ebene konnte keine signifikante Verbesserung der

Anzahl transfertauglicher Embryonen zwischen den beiden Behandlungen festgestellt werden.

Schlussendlich lasst sich festhalten, dass, auch wenn einige Studien hdhere Ovulationsraten
und/oder héhere Anzahlen an transfertauglichen Embryonen nachgewiesen haben, wenn der
SOP-Beginn exakt auf eine beginnende Follikelwelle terminiert wird, sich in der Praxis keine
Unterschiede in den verschiedenen Protokollen insbesondere hinsichtlich der hormonellen
Vorsynchronisationsprogramme zeigen. Tiere, die in der Praxis zwischen Tag 8 und 12 des
Zyklus gestartet werden, zeigen vergleichbare Ergebnisse wie Tiere mit Vorsynchronisation

der Follikelwelle (Mikkola et al., 2020). Es lasst sich lediglich sicher feststellen, dass der Vorteil
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eines vorangehenden Synchronisationsprogramms darin liegt, dass zu jedem Zeitpunkt im

Zyklus das SOP begonnen werden kann (Mapletoft et al., 2002).

Es kdnnen keine Unterschiede im Erfolg der Superovulation in Abhangigkeit, ob die erste oder
die zweite Follikelwelle genutzt wird, festgestellt werden. In einer 1994 durchgefihrten Studie
wurden die Superovulation bei Mastfarsen entweder zu Beginn der ersten Follikelwelle
(ca. Tag 0, Tag der Ovulation) oder zu Beginn der zweiten Follikelwelle (ca. Tag 9
post ovulationem) mittels Folltropin® initiiert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Anzahl an Ovulationen (6,6 £ 1,0 vs. 8,2 + 1,7), der gesamt gewonnenen
Eizellen und Embryonen (5,2 £ 0,7 vs. 5,1 £ 0,8) sowie der Anzahl an befruchteten Embryonen
(2,8 £ 0,6 vs. 3,0 £ 0,6; Adams et al., 1994).

2.6.1.2 Superovulationsprogramme (SOP)
2.6.1.2.1 Equines Choriongonadotropin (eCG) und kombinierte Anwendungen

In der Frihphase des Embryotransfers erfolgte die Superstimulation hauptsachlich unter
Verwendung von eCG bzw. PMSG. Bei eCG handelt es sich um ein Glykoprotein, welches
wahrend der Trachtigkeit von Stuten in den Endometrial Cups der Plazenta produziert wird. In
etwa ab dem 35. Trachtigkeitstag ist eCG im Serum der Stuten nachweisbar, seine hochste
Konzentration erreicht es um den 60. Trachtigkeitstag und ab Tag 130 liegt die Konzentration
unterhalb der Nachweisgrenze. Aufgrund der FSH- und LH-Wirkung fihrt es physiologisch bei
der Stute zur Luteinisierung von Follikeln wahrend der Trachtigkeit, wodurch akzessorische
Gelbkérper entstehen, die zusatzliches Progesteron produzieren (Allen, 1969; Murphy &
Martinuk, 1991). Als extrahypophysares Gonadotropin wird es zur Superstimulation bei Kiihen
genutzt. Die empfohlene Dosis flir die Superovulationsbehandlung variiert zwischen 1500 IE
und 3000 IE, wobei in der Regel 2500 IE intramuskular verabreicht werden, kombiniert mit der
Gabe eines Prostaglandins 48 Stunden spater (Jahnke & Youngs, 2021). Mit héheren Dosen
bis zu 5000 IE werden zwar noch mehr Follikel stimuliert, jedoch ist bei diesen hohen Dosen
eine vermehrte Bildung von hamorrhagischen und luteinisierten Follikeln zu beobachten.
Bereits ein bis zwei Tage nach der Injektion von eCG lasst sich bei rektaler Kontrolle ein
Follikelwachstum feststellen (Hafez et al., 1963). ECG zeichnet sich durch eine lange
Halbwertszeit von bis zu 120 h aus, wodurch es auch nach 10 Tagen noch im Blut der
behandelten Kiihe messbar ist (Schams et al., 1978). Aufgrund der langen Halbwertszeit wird
der Einsatz von eCG kontrovers diskutiert. Die lange Halbwertszeit fihrt in einigen Fallen zu
einer Verlangerung der ovariellen Stimulation tber die Ovulationen hinaus. In der Konsequenz
kommt es zu einer Zunahme nicht ovulierter Follikel und zu einer zweiten Follikelwelle nach

den Ovulationen, die mit einem hohen Ostrogenspiegel einhergeht (Bevers & Dieleman, 1987;
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Boland et al., 1991). Ein erhohter Ostrogenspiegel kann, wie in Kapitel 2.5.1. beschrieben,
nachteilige Auswirkungen auf die Oozytenmaturation und folglich die Embryonalentwicklung

haben.

Um der verlangerten Wirkung von eCG entgegenzuwirken, etablierte sich die Anwendung von
Anti-eCG in wissenschaftlichen Studien. Bei Anti-eCG handelt es sich um monoklonale
Antikérper, die innerhalb weniger Stunden nach Behandlung zu einer Senkung der
eCG-Konzentration flihren (Dieleman & Bevers, 1987). Die Anwendung von Anti-eCG wird
ebenso kontrovers diskutiert. In der Studie von Dieleman und Bevers (1987) wurden Farsen
einer Milchrasse mit 2500 IE eCG in Kombination mit PGFy, 48 Stunden spater zur
Superstimulation behandelt. AnschlieRend erfolgte eine intravendse Verabreichung von
Anti-eCG vier bis acht Stunden nach dem maximalen LH-Peak. Bereits zwei Stunden nach der
Anti-eCG-Gabe war kein eCG mehr im Blut messbar, wodurch die eCG-Wirkung wahrend der
finalen Oozytenmaturation beendet wurde. Dies fuhrte zu einer synchronen Maturation der
Eizellen, einer kirzeren Ovulationsspanne und signifikant mehr Ovulationen. Auch in einer
Studie an einer belgischen Zweinutzungsrinderrasse von Bouters et al. (1983) konnte durch
die kombinierte Behandlung mit einem eCG-Schaf-Antiserum 2zwdlf Stunden nach
Brunstbeginn, also sechzig Stunden nach der Behandlung mit PGF2q, eine Verbesserung der
Ergebnisse beobachtet werden. Ein rascher Abfall der Ostrogenwerte wurde beobachtet, was
sich positiv auf den Gametentransport, die Befruchtungsrate und die Anzahl gewonnener
Embryonen auswirkte. Des Weiteren konnte eine signifikante Verkirzung der Brunstdauer
beobachtet werden. Das Verhaltnis von ovulierten zu nicht ovulierten Follikeln stieg von 1:1
bei den Tieren der Kontrollgruppe, die nur mit eCG behandelt wurden, auf 6:1 bei den Tieren
der Anti-eCG-Gruppe. Bouters et al. (1983) identifizierten einen optimalen Zeitpunkt der
Antiserumgabe bei 24 Stunden nach dem ersten Ostrogenanstieg, was 12 Stunden nach dem
Brunstbeginn oder 60 Stunden nach der PGFx-Gabe entsprach. Eine frihere Gabe des

Antiserums flhrte zu einer signifikanten Verschlechterung der Ovulationsrate.

Dies demonstriert die Relevanz einer prazisen zeitlichen Abstimmung der Anti-eCG-Gabe.
Eine zu frihe Injektion, eventuell sogar vor dem LH-Peak, kann zum Ausbleiben der
Ovulationen fuhren. Dieleman et al. (1993) wiesen deutlich darauf hin, dass eine Behandlung
mit Anti-eCG ausschlieRlich in einem festen zeitlichen Abstand zur Prostaglandinbehandlung
zu schwankenden Ergebnissen flhrt. Dies ist auf eine zeitliche Variation des LH-Anstieges
zwischen Kihen und Farsen sowie auf eine tierindividuelle Schwankungsbreite
zuruckzufuhren. Auch eine Behandlung unter Bericksichtigung des Brunstbeginns kann eine
hohe Variabilitdt aufweisen, da sowohl die Haufigkeit der Brunstbeobachtung als auch die
Definition des Brunstbeginns durch den Beobachter einen erheblichen Einfluss nehmen. So

zeigte sich in einer Studie von Goulding et al. (1996), die mehrere Versuche an Kuhen der
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Fleischrassen Charolais und Simmental umfasste, keine verbesserte Embryonengewinnung
und -qualitdt durch eine Anti-eCG Behandlung. Die Tiere wurden dabei in drei
Versuchsgruppen (pFSH vs. eCG vs. eCG + Anti-eCG) aufgeteilt. Zeitgleich zu der ersten
Besamung, welche acht bis zwoIf Stunden nach detektiertem Brunstbeginn erfolgte, wurde
den Kuhen der Versuchsgruppe 3 das Anti-eCG verabreicht. Die Kernaussage dieser Studie
ist, dass im ersten Versuch der Studie die Tiere der eCG-Gruppe signifikant mehr grolie
Follikel (= 10 mm), mehr Gelbkorper und somit Ovulationen aufwiesen als die der beiden
anderen Versuchsgruppen. Bei den Kihen der eCG-Gruppe konnte ebenfalls eine grofere
Anzahl insgesamt gewonnener Embryonen beobachtet werden. Allerdings konnte kein
Zusammenhang zwischen der Anzahl gewonnener Embryonen und deren Qualitat festgestellt
werden. Hinsichtlich tiefgefriertauglicher Embryonen der Qualitat 1 und 2 unterschieden sich
die Tiere der drei Versuchsgruppen nicht. Die Kihe der eCG-Gruppe wiesen tendenziell mehr
degenerierte Embryonen und signifikant mehr unbefruchtete Eizellen auf. In einem zweiten
Versuch mit gleichem Versuchsaufbau konnten die besseren Ergebnisse der Tiere der
eCG-Gruppe jedoch nicht reproduziert werden. Somit Iasst sich festhalten, dass in keinem der
beiden Versuche ein Vorteil einer Anti-eCG-Behandlung belegt werden konnte (Goulding et
al., 1996), was vermutlich auf eine zu friihe Behandlung mit dem Anti-eCG zurtckzuflhren
war. Dieleman et al. (1993) sprechen daher eindeutig davon, dass lediglich eine
Anti-eCG-Gabe in zeitlicher Abstimmung mit dem LH-Peak erhebliche Erfolge aufweise. In
Studien an Milchkihen, in denen das Anti-eCG acht Stunden nach dem LH-Peak intravenos
appliziert wurde, wiesen die Tiere mit Anti-eCG-Behandlung signifikant mehr transfertaugliche
Embryonen (9,1) auf als Kihe mit reiner eCG- (5,3) oder pFSH-Behandlung (4,6). Des
Weiteren wurde eine geringere Anzahl an Follikelzysten bei den Tieren der Anti-eCG- und
pFSH-Gruppe beobachtet (Dieleman et al., 1989).

Schlussendlich kann festgehalten werden, dass zwei Faktoren die Wirkung von Anti-eCG
mafgeblich beeinflussen. Diesbezuglich sind zunachst das exakte Timing hinsichtlich des
LH-Peaks sowie die urspringliche Reaktion des Tieres auf die eCG-Stimulation von
entscheidender Bedeutung. Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass die praktische
Anwendung einer LH-Wert-Messung in kurzen Abstanden nicht moglich ist. Folglich musste
eine Anti-eCG-Behandlung mit intravaginalen Progesteronimplantaten und einer GnRH

induzierten Ovulation zeitlich abgestimmt werden (Dieleman et al., 1993).

In diesem Kontext sei darauf hingewiesen, dass die Produktion von eCG derzeit ein kontrovers
diskutiertes Thema ist. Tierschutzorganisationen weisen in diesem Zusammenhang auf die
teilweise mangelhaften Zustéande und Behandlungen der tragenden Stuten in einigen Landern
hin. ECG wird u. a. in den Landern Uruguay, Argentinien und Island gewonnen. Es bestehen

Bedenken bezlglich des Tierwohls (engl. animal welfare), die insbesondere im
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Zusammenhang mit zu haufigen oder zu grof3volumigen Blutentnahmen bestehen. Zudem
wird kritisiert, dass die Tiere nicht artgerecht gehalten und Aborte fiir eine erneute Nutzung
eingeleitet werden (Manteca Vilanova et al., 2019). Zum aktuellen Zeitpunkt (Stand: April
2026) sind zwei Praparate fir Rinder mit eCG als Wirkstoff in Deutschland zugelassen:
Intergonan® (240 IE/ml; Intervet Deutschland GmbH / MSD Tiergesundheit) und Pregmagon®
(200 IE/ml; CEVA Tiergesundheit GmbH). Derzeit ist jedoch nur Pregmagon® verfligbar.

2.6.1.2.2 Protokolle auf Basis von Follikelstimulierendem Hormon (FSH) und
Luteinisierendem Hormon (LH)

In der modernen Reproduktionsmedizin finden derzeit vornehmlich Superovulationsprotokolle
Anwendung, bei denen FSH zur Stimulation zum Einsatz kommt. Dieses wird aus der
Hypophyse von Schweinen oder Schafen gewonnen. Mit der Entwicklung von FSH-Produkten
in den 1970er Jahren etablierte sich diese Behandlung und verdrangte die eCG-Anwendungen
(Bo & Mapletoft, 2014; Mikkola & Taponen, 2017a). In verschiedenen Studien zeigte sich, dass
FSH-Protokolle gleiche oder sogar bessere Ergebnisse hinsichtlich der ovariellen Reaktion als
eCG-Protokolle erzielten (Boland et al., 1991; Callesen et al., 1987; Monniaux et al., 1983). In
anderen Untersuchungen zeigte sich ebenfalls eine bessere Ovulationsrate, welche sich durch
eine héhere Anzahl an Gelbkdrpern, mehr gesamt gewonnene Embryonen und Eizellen, mehr
tiefgefriertaugliche Embryonen (Qualitdt 1 & 2) und teilweise auch mehr Trachtigkeiten nach
Transfer darstellte (Elsden et al., 1978; Goulding et al., 1996; Monniaux et al., 1983). Die lange
Halbwertszeit (HWZ) und die hohe LH-Aktivitdt von eCG resultieren in einer prolongierten
Stimulation der Ovarien, abweichenden endokrinen Profilen, nicht ovulierten Follikeln sowie
einer Beeintrachtigung der Embryonenqualitat (Dieleman et al., 1993; Jensen et al., 1982;
Moor et al., 1984). Diese Nachteile fuhrten zur Verwendung von FSH als Standardmethode
fur die Superovulation bei Rindern (Mikkola & Taponen, 2017a). Die HWZ von FSH betragt
lediglich finf Stunden oder weniger (Laster, 1972). Aufgrund dessen hat sich standardmafig
eine zweimal tagliche Behandlung Uber vier bis funf Tage in absteigender Dosis etabliert
(Chupin & Procureur, 1983; Looney et al., 1981). Diese wird von einer PGF2q-Injektion 48-72
Stunden nach dem Beginn des SOP zur Ausldsung der Luteolyse mit anschlieRendem Ostrus
36—-48 Stunden spater begleitet (Jahnke & Youngs, 2021).

2.6.1.2.2.1 Behandlungsschemata

Die zweimal tagliche Injektion bedingt eine haufige Betreuung durch das Betriebspersonal und

erhoht die Wahrscheinlichkeit von Compliance-Fehlern. Des Weiteren kénnten zweimal
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tagliche Behandlungen bei den Donoren unangemessenen Stress verursachen, was zu einer
verringerten superovulatorischen Reaktion und/oder einem veranderten praovulatorischen
LH-Anstieg flhrt (Mapletoft & Bo, 2013; Stoebel & Moberg, 1982). Es ist zu erwarten, dass
vereinfachte Protokolle die Handhabung der Spenderinnen reduzieren und die Reaktion
verbessern, insbesondere bei weniger kooperativen Tieren. In diesem Zusammenhang
wurden diverse Studien zu alternativen Anwendungen von FSH-Produkten vornehmlich an
Kidhen aus Fleischrassen mit unterschiedlichen Ergebnissen durchgefuhrt. Chupin und
Procureur (1983) zeigten in ihren frGhen Versuchen, dass eine einmal tagliche Behandlung
oder eine Behandlung alle 48 Stunden intramuskuldr signifikant schlechtere Ergebnisse
hinsichtlich der Anzahl an Ovulationen und Embryonen bedingt als die Standardbehandlung.
Hingegen fluhrte eine drei Mal tagliche Behandlung zu keiner weiteren Verbesserung der
Ergebnisse. Ahnliche Ergebnisse erlangten Kelly et al. (1997) in ihren Studien an Rindern von
Fleischrassen, wobei eine einmalige subkutane Gabe von Folltropin® oder Pluset® (Calier, 500
IE/500 IE, pFSH/pLH) mit zweimal taglichen Injektionen intramuskular tUber vier bis funf Tage
mit Folltropin® oder Pluset® verglichen wurden. Eine einmalige Gabe zeigte hierbei einen
superovulatorischen Erfolg, jedoch fiihrten die Behandlungsschemata mit multiplen
Injektionen bei beiden Praparaten zu signifikant mehr tauglichen Embryonen und einer
besseren Rickgewinnungsrate der Embryonen. Hingegen zeigten sich in einigen anderen
Studien andere Ergebnisse. In der Studie von Purwantara et al. (1994a) wurden zyklische
Farsen aus gemischten Rassen entweder drei Tage einmal taglich oder vier Tage zweimal
taglich intramuskular mit pFSH superovuliert. Dabei wurde insgesamt die gleiche Menge von
35 mg pFSH verwendet. Hinsichtlich der Anzahl der Corpora lutea, der gesamt gewonnenen
Embryonen und Eizellen sowie der transfertauglichen Embryonen konnten keine Unterschiede
festgestellt werden. Die Versuche von Kanitz et al. (2002) an Simmentalkiihen unterstitzen
diese Ergebnisse. Auch Versuche, welche eine einmalige subkutane Behandlung mit multiplen
intramuskularen Injektionen mit pFSH bei Fleckviehkiihen (Schallenberger et al., 1994) oder
Kihen aus Fleischrassen mit einem Body Condition Score (BCS) > 3 (B et al., 1994)
verglichen, wiesen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der ovariellen Reaktion und
der gewonnenen Embryonen auf. Allerdings konnten vergleichbare Ergebnisse bei Milchkiihen
bisher nicht nachgewiesen werden, da das subkutane Fettgewebe, welches als Speicher fir

das FSH dient, bei diesen Tieren weniger ausgepragt ist.

Um den Einfluss des tierindividuellen Fettgewebes zu umgehen, wurde in den 2010er Jahren
die Anwendung von pFSH in einer LOsung auf Hyaluronsdurebasis als Slow-Release-
Treatment erforscht. Im Gegensatz zu den Tieren der Kontrollgruppe, bei denen das FSH-
Praparat in 0,9 %iger Kochsalzlésung (NaCl-Lsg.) geldst wird, erfolgt die Losung in diesem

Fall in einer hyaluronsaurehaltigen Flussigkeit (siehe Tab. 3).



Schrifttum

36

Tab. 3 Ergebnisse verschiedener Studien zum Einsatz von pFSH-Praparaten aufgeldst in einer

Hyaluronsaurelésung;

pFSH

=  porzines

*i. m. (intramuskular); **s. c. (subkutan)

Veroffent-
lichung
Tribulo et
al. (2011)

Tribulo et
al. (2012)

Biancucci
et al.
(2016)

Donoren

Fleischras-
sekihe
N=12

Anguskuhe
N =40

Anguskihe
N =58

Fleischras-
sekuhe
N =26

Fleischras-
sekihe
N =29

Fleischras-
serinder
N =32

Gonado-
tropin
Folltropin®

Folltropin®

Folltropin®

Folltropin®

Folltropin®

Pluset®

Versuchsaufbau

Kontrolle: 2x tgl.
pFSH geldst in
NaCl-Lsg.

A) & B) geldst in

Hyaluronsaurelsg.

(20 mg/ml)

A) 1xi. m.*

B) 1xs.c.**
1Xi.m.”

pFSH geldst in

Hyaluronsaurelsg.

A) 20 mg /ml
B) 10 mg/ml

Kontrolle: 2x tgl.
pFSH geldst in
NaCl-Lsg.

A) 1xi. m.*
geldst in

Hyaluronsaurelsg.

(20 mg/ml)
Kontrolle: 2x tgl.
pFSH geldst in
NaCl-Lsg.

A) 2xi.m.*
Abstand 48 h
geldst in

Hyaluronsaurelsg.

(10 mg/ml)
Kontrolle: 2x tgl.
pFSH geldst in
NaCl-Lsg.

A) & B) geldst in

Hyaluronsaurelsg.

A) 10 mg/ml

B) 5 mg/ml

2xi. m.*
Abstand48 h
Kontrolle: 2x tgl.
pFSH geldst in
NaCl-Lsg.

A) 2xi.m.*
Abstand 48 h
geldst in

Hyaluronsaurelsg.

(5 mg/mil)

follikelstimulierendes

Hormon;

Ergebnisse der
Embryonengewinnung

A) intermediare (nicht signifikante)
Ergebnisse zwischen Kontr. und B
B)

1] Anzahl der gesamt gewonnenen
Embryonen + Oozyten

1| Anzahl der befruchteten und
transfertauglichen Embryonen

B) zu A)

| Anzahl der gesamt gewonnenen
Embryonen + Oozyten

| Anzahl der befruchteten und
transfertauglichen Embryonen

40 % der Kuhe produzierten keine
transfertauglichen Embryonen

Keine Unterschiede hinsichtlich:
Anzahl der Gelbkorper

Anzahl der gesamt gewonnenen
Embryonen + Oozyten

Anzahl der befruchteten und
transfertauglichen Embryonen

Keine Unterschiede hinsichtlich:
Anzahl der Gelbkorper

Anzahl der gesamt gewonnenen
Embryonen + Oozyten

Anzahl der befruchteten und
transfertauglichen Embryonen

A) & B)

1 Anzahl der Gelbkorper

1 Anzahl der gesamt gewonnenen
Embryonen + Oozyten

Keine Unterschiede hinsichtlich:
Anzahl der befruchteten und
transfertauglichen Embryonen

A)

1 Anzahl der Gelbkorper

1 Anzahl der gesamt gewonnenen
Embryonen + Oozyten

1 Anzahl der transfer- und
tiefgefriertauglichen Embryonen
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In der Studie von Biancucci et al. (2016) wurde ebenfalls der Kortisolwert als Marker fur die
Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, welche u. a. die
Stressreaktion beeinflusst, im Haar gemessen. Hierbei konnten bei den Tieren der
Kontrollgruppe mit zweimal taglicher Behandlung signifikant héhere Werte festgestellt werden.
Dies bestatigt, dass ein Superovulationsprogramm mit weniger Behandlungen aufgrund eines
Slow-Release-Treatments mittels Lésungen auf Hyaluronsaurebasis gleiche oder sogar
bessere Ergebnisse bei Tieren von Fleischrassen hervorbringt und zusatzlich durch das
reduzierte Handling das Stresslevel der Donoren gesenkt wird. Ein dhnlicher Versuchsaufbau
ist bei Milchkihen bisher nicht bekannt. Es ware von Interesse, zu untersuchen, ob Milchkihe,
die durch das zweimal tagliche Melken an Behandlungen gewodhnt sind, ebenfalls erhéhte
Kortisolwerte bei den Injektionen wahrend der Superovulation aufweisen. Eine Studie von
Koenneker et al. (2023) untersuchte die Entwicklung der Kortisolkonzentration im Blut bei
unterschiedlichen Stimuli bei Milchkthen. Eine instrumentelle Besamung, eine tierarztliche
Untersuchung sowie ein transrektaler Ultraschall fuhrten zu keinen signifikant erhdhten
Kortisolwerten im Blut. Hingegen fuhrten ein Embryotransfer, das morgendliche und
abendliche Melken sowie eine Klauenbehandlung und ein Natursprung zu signifikant erhdéhten
Kortisolwerten. Nach dem Embryotransfer und den Melkungen kam es jedoch auch zu einem
signifikanten und rapiden Abfall der Konzentration in den ersten 20 Minuten. Die héchste
Kortisolproduktion wurde durch eine Klauenkorrektur und den Natursprung verursacht und

sank auch innerhalb von 40 Minuten nicht signifikant ab.

Demgegenuber stehen Studien, die eine langere Behandlung mit FSH-Praparaten in Betracht
ziehen, um kleineren Follikeln ausreichend Zeit zum Wachsen zu geben, um eine grofliere
Follikelkohorte zu rekrutieren (Mapletoft et al., 2002). Im Rahmen einer Studie wurde die
Hypothese, dass eine verlangerte Exposition wachsender Follikel gegeniber FSH zu einer
verbesserten superstimulatorischen Reaktion fuhrt, an Kiihen aus Fleischrassen Uberprift, die
entweder vier oder sieben Tage zweimal taglich mit insgesamt 400 mg pFSH Folltropin®
superovuliert wurden. Die Tiere wurden nach Ablation des dominanten Follikels wahrend der
Superovulation mit einer intravaginalen Progesteronspange (PRID® delta, 1,55 g) behandelt.
Zusatzlich erhielten sie 25 mg pLH 24 Stunden nach der Entfernung der PRID®. Die ovarielle
Reaktion unterschied sich zwischen den Tieren der beiden Gruppen nicht. Sowohl die Tiere
der Gruppe mit kurzer als auch die der Gruppe mit langer Stimulation wiesen zum Zeitpunkt
der ersten Besamung eine gleich hohe Anzahl an Follikeln mittlerer Grof3e (6—8 mm) sowie an
grolien Follikeln (> 9 mm) auf. Jedoch konnte bei den Tieren mit Iangerer Stimulation eine
héhere Anzahl an Ovulationen innerhalb von 12—32 Stunden nach pLH-Gabe sowie insgesamt
eine hohere Anzahl an Gelbkérpern beobachtet werden. Dies lasst auf eine hoéhere

Synchronitatim Timing der Ovulationen schliefen. In Bezug auf die Embryonen konnten keine
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signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Bei einer Betrachtung
der Daten ohne Berilicksichtigung von zwei Kiihen der 7-Tage-Gruppe, welche als einzige
keine Embryonen hervorbrachten, zeigte sich, dass die Tiere der Gruppe mit langerer
Stimulation signifikant mehr befruchtete Eizellen und zumindest tendenziell mehr transfer- und
tiefgefriertaugliche Embryonen aufwiesen. In der Rate an transfer- und tiefgefriertauglichen
Embryonen der insgesamt gewonnenen Embryonen zeigten sich zwischen den Kiihen der
beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Dies wurde von den Autoren als Beweis
daflr angeflhrt, dass befirchtete adverse Effekte auf die Oozytenqualitat durch eine langere
Stimulation nicht begriindet seien (Garcia Guerra et al., 2012). Diese Aussage wurde durch
ahnliche Ergebnisse bei einer sechstagigen Stimulation bei Kiihen aus Fleischrassen von
Bo et al. (2008) untersttzt.

2.6.1.2.2.2 Praparate

Das Angebot und die Verfugbarkeit von hypophysaren FSH-Produkten ist begrenzt und
variiert. Haufig sind in den meisten europaischen Landern nur einzelne Produkte zugelassen.
Auf dem europadischen Markt wurden in den vergangenen Jahren vornehmlich zwei
kommerzielle Praparate genutzt, die beide aus der Schweinehypophyse gewonnen werden.
Hierbei handelt es sich um das Folltropin® und das Pluset®. Allerdings ist aktuell (Stand April
2026) lediglich das Pluset® sowohl zugelassen (dezentrale EU-Zulassung) als auch kauflich in
Deutschland zu erwerben. Folltropin® ist in der EU zwar dezentral zugelassen, ist jedoch nicht
verfugbar. Die beiden Praparate unterscheiden sich in ihrer FSH-LH-Ratio. Eine Packung
Folltropin® enthalt 700 |IE pFSH bei einer Ratio von 1:0,12, wobei Pluset® mit 500 Internationale
Einheiten (IE) pFSH und 500 IE pLH eine Ratio von 1:1 aufweist. In diesem Zusammenhang
ist daher von groRem Interesse, ob die beiden Produkte sich in ihrer Wirkung sowie der
Ausbeute an Embryonen unterscheiden. Im Rahmen einer grol3 angelegten retrospektiven
Studie von Mikkola und Taponen (2017a) wurden die Daten von insgesamt 3990 Milchkiihen
und -farsen der Rassen Holstein und Ayrshire Uber einen Zeitraum von 16 Jahren
diesbezuglich ausgewertet. Alle Tiere wurden insgesamt achtmal Gber einen Zeitraum von vier
Tagen mit einem der beiden Praparate Folltropin® oder Pluset® behandelt, wobei die
Behandlung jeweils alle zwdlf Stunden, beginnend zwischen dem achten und zwdlften Tag
des Zyklus, erfolgte. Kiihe erhielten dabei in absteigender Dosis insgesamt 630 IE pFSH
(Folltropin®) bzw. 850 IE pFSH (Pluset®), wahrend Farsen insgesamt 420-490 IE pFSH
(Folltropin®) bzw. 500-600 IE pFSH (Pluset®) zur Superovulation erhielten. Die Tiere der
Plusetgruppe wiesen signifikant 1,1 mehr insgesamt gewonnene Embryonen und Eizellen pro

Spulung auf als die der Folltropingruppe (Plusetgruppe: 11,9 und Folltropingruppe: 10,8).
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Allerdings belief sich dies lediglich auf signifikant mehr unbefruchtete Eizellen. Die mittlere
Anzahl an transfertauglichen Embryonen pro Spllung (Plusetgruppe: 7,1 und
Folltropingruppe: 7,0), der Entwicklungsstatus und die Aufteilung der Embryonen in Qualitaten
1-3 wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Ebenso zeigten sich hinsichtlich der Anzahl
der Donoren, die lediglich eine geringe Reaktion auf die Stimulation aufwiesen, keine
relevanten Differenzen zwischen den beiden Gruppen (Mikkola & Taponen, 2017a). Die
Resultate dieser Studie bestatigen die 20 Jahre zuvor gewonnenen Erkenntnisse von
Kelly et al. (1997) bezlglich der Vergleichbarkeit der Praparate. Auch zu diesem Zeitpunkt
wurde ersichtlich, dass eine Stimulation mit Pluset® zwar eine Zunahme an Ovulationen sowie
eine Steigerung der insgesamt gewonnenen Strukturen zur Folge hatte, jedoch mit einer
erhohten Anzahl an unbefruchteten Eizellen und degenerierten Embryonen einherging. Die
Anzahl transfertauglicher Embryonen wies keine Unterschiede auf. Lediglich die
tiefgefriertauglichen Embryonen waren bei den Tieren der Follitropingruppe in einer hdheren
Anzahl nachzuweisen (Kelly et al., 1997). AbschlieRend lasst sich festhalten, dass beide

Praparate mit vergleichbaren Erfolgsaussichten zu verwenden sind.

Aufgrund der gegenwartigen Engpasse in der Versorgung mit hypophysarem FSH richtet sich
das Forschungsinteresse auf die Untersuchung der Anwendung rekombinanter
FSH-Alternativen. Eine Herstellung von Praparaten auf Grundlage gentechnologischer
Verfahren kdénnte dazu beitragen, die Abhangigkeit von Schlachtprodukten zu reduzieren.
Bereits in den 1990er Jahren konnte von Wilson et al. (1993) nachgewiesen werden, dass eine
Superstimulation  von  Milchkiihen  mit  rekombinantem, Desoxyribunukleinsdure
(DNA)-basiertem bovinem FSH mdglich ist. Die besten Resultate konnten bei einer zweimal
taglichen Gabe von insgesamt 24 mg erzielt werden, welche mit denen von hypophysaren
Produkten vergleichbar waren. In jungeren Studien werden insbesondere langwirksame
rekombinante FSH-Praparate untersucht, welche lediglich eine einmal tagliche Behandlung
erfordern. In den Untersuchungen von Gutiérrez-Reinoso et al. (2022) an primiparen
Anguskuhen konnte gezeigt werden, dass die einmal tagliche Behandlung mit bovinem
rekombinantem extra-long-acting FSH Uber einen Zeitraum von vier Tagen zu einer signifikant
héheren Anzahl von Corpora lutea sowie der insgesamt gewonnenen Embryonen und Eizellen
(10,32 + 0,81) im Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe, die mit konventionellen Praparaten
behandelt wurden (8,00 £ 0,6), flhrte. Insbesondere wiesen die Kiihe der mit rekombinantem
FSH behandelten Gruppe eine hdhere Anzahl lebensfahiger Embryonen auf als die der
konventionell behandelten Gruppe, in der eine hdhere Anzahl degenerierter Embryonen
beobachtet wurde. In der Anzahl unbefruchteter Eizellen lielen sich keine signifikanten
Unterschiede feststellen. Im Rahmen dieser Studie konnte zudem nachgewiesen werden,

dass die Embryonen der Tiere der rekombinanten Gruppe eine Uberexpression von
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Interferon-tau aufwiesen. Inwieweit sich dies auf die weitere Embryonalentwicklung auswirkt,
muss in weiterfiihrenden Experimenten untersucht werden (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022).
Ebenfalls in Versuchen mit ovinem rekombinanten long-acting FSH an Kiihen aus Fleisch- und
Milchrassen konnten vergleichbar gute Ergebnisse beobachtet werden. Dabei wies das
verwendete Produkt eine vergleichbare Effektivitat wie konventionelle hypophysare Produkte
auf. Auch eine wiederholte Anwendung fiihrte zu keinen nennenswerten Unterschieden in den

Ergebnissen (Sanderson & Martinez, 2020).

2.6.1.3 Einflisse des Spendertiers
2.6.1.3.1 Rasse

Die Ausbeute an transfertauglichen Embryonen wird ebenfalls durch die Rasse des
Spendertieres beeinflusst. Gemal der Jahresstatistik 2025 des Bundesverbandes Rind und
Schwein (BRS) aus dem Jahr 2024 ergaben Spulungen der in Deutschland genutzten
Zweinutzungsrassen Fleckvieh mit durchschnittich 7,9 (n = 1231) und Gelbvieh als
fleischbetonte Zweinutzungsrasse mit 10,0 (n = 7) transfertauglichen Embryonen pro Spuilung
hohe Werte. Spllungen der milchbetonten Zweinutzungsrasse Brown Swiss (n = 216) und der
milchbetonten und gefahrdeten Rasse Rotvieh (n = 8) ergaben durchschnittlich etwas Uber
funf transfertaugliche Embryonen. Den grof3ten Anteil an Spulungen mit 1887 Spilungen,
jedoch den schlechtesten Ergebnissen, mit nur durchschnittlich 4,7 transfertauglichen
Embryonen, erzielten die schwarzbunten Deutsch Holstein. Die rotbunten Deutsch Holstein
wiesen bei 328 Spilungen mit durchschnittlich 5,9 transfertauglichen Embryonen etwas

bessere Ergebnisse auf (siehe Abb. 6).

=
o

(o]

@ Anzahl transfertauglicher
Embryonen pro Spulung

~
—
2 S o = ~ = 0
— N = 1 — N
1 () — = I I
c il 1 c c
= c

Holstein-Sbt Holstein-Rbt  Fleckvieh Brown Swiss  Rotvieh Gelbvieh Wagyu Sonstige

Abb. 6 Anzahl transfertauglicher Embryonen in Abhangigkeit der Rasse; aus der
Jahresstatistik 2024 Bund Rind und Schwein
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Auch die Wagyu-Rinder, die nach wie vor als exotische Rasse gelten, wiesen im Durchschnitt
eine hohe Anzahl transfertauglicher Embryonen auf (6,7). Eine retrospektive Studie aus Texas,
welche Daten Uber einen Zeitraum von sieben Jahren auswertete, konnte nachweisen, dass
ein SOP mit Folltropin® bei Wagyu ebenso effektiv war wie bei anderen Fleischrassen. Die
Ergebnisse zeigten, dass mit 16,6 + 1,1 gesamt gewonnenen Strukturen und davon 9,1 £ 0,7
lebenden Embryonen vergleichbare und teilweise sogar bessere Resultate erzielt wurden als

bei anderen Fleischrassen (Steinhauser et al., 2018).

In einer alteren Studie aus dem Jahre 1984 konnten insbesondere die Fleischrassen, die aus
einer Kreuzung mit der Bos indicus-Rasse Brahman und verschiedenen Bos taurus-Rassen
hervorgehen, Brangus (16,2 und 6,6), Simbrah (15,8 und 6,1) und Beefmaster (13,0 und 6,1)
hinsichtlich der gewonnenen Embryonen sowie der transfertauglichen Embryonen die besten
Ergebnisse verzeichnen. Auch Fleckviehkihe als Zweinutzungsrasse wiesen mit
durchschnittlich 6,6 tauglichen Embryonen pro Spulung sehr gute Ergebnisse auf. Der héchste
Anteil an transfertauglichen Embryonen wurde mit 68 % bei Anguskihen gewonnen
(Donaldson, 1984). Es lasst sich feststellen, dass Fleisch- und Zweinutzungsrassen eine
hohere Eignung fur die In-vivo-Produktion aufweisen als milchbetonte Rassen. Letztere
resultieren in einer durchschnittlichen Anzahl von 2,5 bis 3 geborenen Kalbern pro Spulung,
wahrend Spulungen von fleischbetonten Rassen im Mittel ein bis zwei Kalber mehr ergeben
(Niemann, 1986). Diese Beobachtung lasst sich auf genetische Veranlagungen zurtckflihren.
Dabei zeigt sich, dass fruchtbarere Rindergenotypen empfindlicher auf die stimulierende
Wirkung von eCG- und FSH-Praparaten reagieren. Dieser Zusammenhang lasst sich auch bei
der Gegenuberstellung fruchtbarer und weniger fruchtbarer Schafrassen bestatigen (Bindon
et al., 1986).

2.6.1.3.2 Alter

Das Alter der Donoren wirkt sich auf zwei verschiedene Arten auf das Ergebnis bei der
In-vivo-Embryonenproduktion aus. Zum einen nimmt das Alter Einfluss auf die generelle
Follikulo- und Oogenese des Tieres. Zum anderen beeinflusst es die Reaktion der Ovarien auf

die Superstimulation mit Gonadotropinen.

Wahrend der Follikulogenese ist auffallig, dass altere Kiihe zum Zeitpunkt des erwarteten
Beginns der Follikelwelle eine geringere Anzahl an Follikeln mit einer Grof3e von 2-5 mm
rekrutieren als jingere Kihe (Malhi et al., 2006, 2008). In einer Studie von Lerner et al. (1986)
an Holsteinkiihen zwischen 1,8-17,8 Jahren wurde der Superovulationserfolg hinsichtlich des

Alters der Tiere untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Anzahl an gesamt gewonnenen
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Embryonen, die Befruchtungsrate, die Qualitdt der Embryonen und die Anzahl
transfertauglicher Embryonen signifikant mit dem Alter abnahm. In Untersuchungen, in denen
Holstein Kiihe im Alter von 13—16 Jahren mit ihren eigenen Tochtern im Alter von 1-6 Jahren
verglichen wurden, die mit pFSH superstimuliert wurden, konnte eine reduzierte ovarielle
Reaktion alterer Tiere auf eine Gonadotropinbehandlung beobachtet werden. Die alteren Tiere
wiesen signifikant weniger Follikel mit einer GroRe von > 6 mm auf. Des Weiteren wurden
tendenziell weniger Follikel mit einer Grofze von > 9 mm zwoIf Stunden nach der letzten pFSH-
Gabe sowie tendenziell weniger Ovulationen bei den alteren Kiihen beobachtet (Malhi et al.,
2006, 2008). In einer weiteren Studie mit gleichem experimentellem Design konnten keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Anzahl an Ovulationen oder der Anzahl der
Gelbkorper festgestellt werden. Allerdings wurde eine geringere Anzahl an Embryonen von
den alteren Kiihen gewonnen. Wahrend aus den Kihen der Tochtergeneration (3—6 Jahre)
@12 + 2 Embryonen gewonnen wurden, waren es lediglich @ 6 + 2 aus denen der
Muttergeneration (13—16 Jahre). Dabei zeigten die Tiere der Muttergeneration einen signifikant
héheren Anteil an unbefruchteten Eizellen und ungeteilten Zygoten von 71 %, im Gegensatz
zu 38 % bei den jungeren Kuhen (Malhi et al., 2007). Diese Befunde stutzen die Hypothese,
dass eine Alterung der Donoren mit einer verminderten Entwicklungskompetenz der Oozyten
einhergeht. Die Kernreifung und die Aktivierung des Maturation-Promoting-Factors schreiten
in Oozyten alterer Kihe signifikant schneller voran als in Oozyten der jingeren Tiere. Dies ist
darauf zurtickzufiihren, dass sich die Gap Junctions zwischen den Kumuluszellen und der
alteren Oozyte schneller auflédsen und somit die Meiose friiher fortgesetzt wird (Yamamoto et
al., 2010). Eine Untersuchung der Genexpression in Granulosazellen zum Zeitpunkt der
Selektion des dominanten Follikels ergab signifikante Unterschiede in der Anzahl an
exprimierten Genen zwischen denen alter (15 £ 1,5 Jahre) und junger (6 + 1,1 Jahre) Kihe. In
den Granulosazellen alter Tiere waren Gene hoch- oder herunterreguliert, die zu einer
verminderten Steuerung der Gonadotropinsekretion (u. a. Follistatin (FST) |; Inhibin beta A
(INHBA) |) und zu einer verminderten Reaktionsfahigkeit auf Gonadotropin-induzierte
Veranderungen im Zytoskelett und der extrazellularen Matrix (u. a. Tropomyosin 2 (TPM2) 1,
Tumornekrosefaktor alpha induziertes Protein 6 (TNFAIP6) |) fuhren. Zusatzlich waren Gene
des Lipidmetabolismus, der Steroidsynthese sowie Gene, die eine verminderte Proliferation
und eine schlechte interzellulare Kommunikation (u. a. Gap Junction Protein alpha 1 (GJA1) |)
bedingen, herunterreguliert. Hingegen waren Gene der oxidativen Stressantwort (u. a.
Glutathionperoxidase 3 (GPX3) 1) hochreguliert (Khan et al.,, 2013). Diese Befunde legen
nahe, dass die Granulosazellen des wachsenden dominanten Follikels zum Zeitpunkt der
Selektion altersbedingte Veranderungen im Transkriptom aufweisen. Dies konnte eine
Erklarung fur den follikelbedingten Verlust der Oozytenkompetenz bei alteren Kihen sein
(Khan et al., 2013).
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2.6.1.3.3 Paritat

Heutzutage werden in der In-vivo-Embryonenproduktion zum Grofdteil nullipare Rinder als
Donoren verwendet. Mit der Einfuhrung der genomischen Zuchtwertschatzung im Jahr 2010
hat sich die Verwendung uberwiegend junger Tiere als Donoren durchgesetzt. Dies dient dem
Ziel, das Generationsintervall zu verkiirzen und somit den genetischen Fortschritt in der Herde

zu beschleunigen.

Ein Vergleich der Embryonengewinnung bei laktierenden Kihen und nulliparen Tieren zeigt,
dass aus Milchkihen signifikant weniger gesamt gewonnene und befruchtete Embryonen
sowie tendenziell weniger lebensfahige Embryonen gewonnen wurden als aus Rindern
(Chagas e Silva et al., 2002). Des Weiteren wiesen Rinder signifikant héhere Progesteronlevel
wahrend der Gonadotropininjektionen an Tag 5 und an Tag 7 nach dem stimulierten Ostrus
auf. Ein hoherer Progesteronwert korrelierte mit einer gesteigerten Embryonenausbeute sowie
verbesserten Embryoqualitaten. Die hohere Progesteronkonzentration spiegelte die hdhere
Anzahl der Gelbkérper wider (Chagas e Silva et al., 2002). In einer anderen Studie, die Kiihe
mit nulliparen Rindern verglich, konnten keine Unterschiede in der Anzahl gesamt gewonnener
Embryonen und Eizellen sowie der Rate an befruchteten und transfertauglichen Embryonen
verzeichnet werden. Jedoch wurde festgestellt, dass Kihe signifikant weniger Embryonen mit
exzellenter Qualitat produzieren als die Nulliparen. Die Embryonenentwicklung schien bei den
Kihen etwas verlangsamt, da signifikant mehr frihe Morulae und weniger Blastozysten zu
finden waren. Zusatzlich waren die Embryonen der Kiihe signifikant dunkler im Zytoplasma
(Leroy et al., 2005b). Es besteht eine Korrelation zwischen einer dunkleren Embryonenfarbe
und dem Lipidgehalt (Leroy et al., 2005a) sowie einer beeintrachtigten Embryonenqualitat
(Leroy et al., 2005b). Ein erhéhter Gehalt an intrazellularen Lipiden kann die Empfindlichkeit
gegenlber oxidativem Stress steigern und ist mit einer reduzierten Kryotoleranz assoziiert
(Nagashima et al., 1995; Nonogaki et al., 1994; Reis et al., 2003; Seidel, 2006).

Das Alter der Donoren kann und sollte jedoch nicht beliebig weit gesenkt werden. Die
anatomischen Verhaltnisse missen die Arbeit des Tierarztes' ohne Verletzungen des Tieres
gewahrleisten. In einer Studie wurden Holsteinrinder im Alter von 5 bis 18 Monaten mit pFSH
superstimuliert und zum Ovum-Pick-Up (OPU) vorgestellt. Es konnte gezeigt werden, dass bei
jungen Tieren im Alter von 5-8 Monaten signifikant mehr Follikel punktiert wurden, jedoch
Tiere im Alter von 5-10 Monaten weniger Embryonen in der folgenden In-vitro-Produktion
(IVP) hervorbrachten, die das Morula- oder Blastozystenstadium erreichten, als altere Rinder.

Obgleich eine hdhere Anzahl an Oozyten von jungen Rindern gewonnen werden konnte, wird

T In dieser Arbeit wird aus Grinden der besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum bei
Personenbezeichnungen verwendet.
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dieser Vorteil durch die suboptimale Entwicklungskompetenz kompensiert (Landry et al.,
2016). Die vorliegende Beobachtung lasst sich durch die Annahme erklaren, dass Oozyten
von sehr jungen, insbesondere prapubertdren Rindern nicht auf Faktoren aus der
Follikelflissigkeit reagieren, welche die Oozytenmaturation und Entwicklungskompetenz
positiv beeinflussen (Khatir et al., 1997). Die Autoren vermuten, dass sich bestimmte
Rezeptoren erst wahrend oder nach der Pubertat entwickeln (Khatir et al., 1997). Eine Studie,
in der Oozyten und Follikelflissigkeit aus Schlachtorganen laktierender Kiihe und 3—4 Monate
alter prapuberaler Kalber untersucht wurden, ergab, dass sich das konstitutive (kontinuierlich
produzierte Proteine) und neosynthetisierte (dynamisch, auf Reize hin produzierte Proteine)
Proteinprofil der Oozyten in den beiden Altersklassen bis auf geringfugige Abweichungen
glich. Die konstitutiven Proteine in der Follikelflissigkeit wiesen jedoch erhebliche quantitative
Unterschiede auf. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die unterschiedliche
Entwicklungskompetenz von Kuh- und Kalbereizellen weniger auf das Proteinprofil der Eizelle
an sich zurickzufthren ist, sondern vielmehr durch das Mikroklima, in dem sich die Eizelle
entwickelt, beeinflusst wird (Khatir et al., 1996).

Um die anatomischen Gegebenheiten bei jungen Kalbern zu umgehen und das
Generationsintervall noch weiter zu verklirzen, kann ein laparoskopischer OPU in Betracht
gezogen werden. Dadurch ist es mdglich, bereits zwei Monate alte Kélber als Eizellspender
zu nutzen. Allerdings ist zu berlcksichtigen, dass die Blastozystenrate und die
Embryonenqualitat bei so jungen Tieren signifikant geringer sind (Baldassarre et al., 2018;
Currin et al., 2021). Ob ein Eingriff unter Allgemeinanasthesie mit minimalinvasiven Verfahren

mittels Laparoskopie bei so jungen Tieren ethisch zu vertreten ist, bleibt zur Diskussion offen.

2.6.1.3.4 Laktationsstadium und Milchleistung

Die Laktation wirkt sich auf vielfaltige Weise und durch zahlreiche Faktoren, die mit einer
hohen oder niedrigen Milchleistung verbunden sind, sowohl férderlich als auch schadlich auf
die Qualitat der Follikel, Oozyten und folglich auch der Embryonen aus. Zum einen ist die
Milchleistung eng verknlpft mit der adaquaten Fitterung der Tiere. In der Ubersichtsarbeit von
Leroy et al. (2008) wird der Einfluss einer milchleistungsférdernden, meist sehr energie- und
proteinreichen Fltterung auf die Fruchtbarkeit und insbesondere die Oozytenqualitat von
Milchkihen ausfihrlich behandelt. Es ist allgemein bekannt, dass die Kuh nach der Geburt
zunachst eine negative Energiebilanz aufweist, die sich im Laufe der Laktation ausgleicht und
positiv. wird. In der Phase der negativen Energiebilanz wirken sich die erhdhten
Konzentrationen an nicht veresterten freien Fettsduren (NEFA) und die niedrige

Glukosekonzentration direkt negativ auf die Qualitat der Oozyten und Granulosazellen aus
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(Leroy et al., 2006, 2005c; Vanholder et al.,, 2005). Tiere, die zur Embryonengewinnung
vorgestellt werden, sollten aus diesen Grlinden keine negative Energiebilanz mehr aufweisen
und werden daher in der Regel erst spater in der Laktation ausgewahlt. Dabei ist jedoch zu
bertcksichtigen, dass die aus den Follikeln freigesetzten Oozyten zuvor dieser negativen
Energiebilanz ausgesetzt waren. Wenn eine positive Energiebilanz im Laufe der Laktation
erreicht wird, ist eine energiereiche Fltterung grundsatzlich férderlich fir die Follikeldynamik
und die Konzentration von Steroiden und Wachstumsfaktoren (Leroy et al., 2008). Eine
energiereiche  Futterung fuhrt durch eine erhdhte Produktion zu erhdhten
Plasmaprogesteronspiegeln und steigert die Aktivitdt des Enzyms Cytochrom P 19A1
(CYP19A1, ehemals Aromatase) und somit die Ostrogenproduktion der Granulosazellen
(Armstrong et al., 2001, 2002). Eine zu hohe Energiezufuhr, insbesondere im spateren Verlauf
der Laktation, wenn der Energieverbrauch sinkt, kann jedoch auch zu einer Uberstimulation
der Ovarien fuhren und sich schadigend auf die Oozyten auswirken (Armstrong et al., 2001).
Eine hohe Milchleistung ist mit einer entsprechend hohen Futteraufnahme verbunden. Dies
bedingt einen vermehrten Blutfluss zur Leber, welcher wiederum den dortigen
Steroidkatabolismus steigert, was in einer reduzierten Progesteronkonzentration mindet
(Vasconcelos et al., 2003). Aufgrund der Vielzahl an beeinflussenden Faktoren besteht in der
Literatur keine Einigkeit dartiber, wie schwer jeder Faktor wiegt und tatsachlich Einfluss auf

die Oozytenqualitat nimmt.

Um den Einfluss der Milchleistung auf die Fertilitdt in Hinblick auf den Erfolg einer
Superovulation zu untersuchen, verglichen einige Studien die Ergebnisse laktierender und
trockenstehender Kihe. Sartori et al. (2002) zeigten auf, dass sich die Anzahl gesamt
gewonnener Strukturen und die Fertilitdtsrate zwischen den laktierenden und den
trockenstehenden Kiuhe nicht unterschieden. Allerdings wiesen die Embryonen der
laktierenden Kihe eine geringere Qualitat auf. Lediglich 52,8 % der untersuchten Embryonen
waren bei den laktierenden Kihen transfertauglich. Bei den Trockenstehenden waren es
hingegen 82,3 %. Auch hinsichtlich der Spulungen, bei denen keinerlei lebensfahige
Embryonen gewonnen wurden, wiesen die laktierenden Tiere deutlich schlechtere Werte auf.
Wahrend bei den trockenstehenden Kuhen nur 28 % der Spulungen erfolglos waren, waren
es bei den laktierenden Kiihen 53 %. Ahnliche Ergebnisse lieferte die Studie von Chebel et al.
(2008), wobei im Gegensatz zu Sartori et al. (2002) auch bessere Ergebnisse der gesamt

gewonnenen Strukturen bei den trockenstehenden Kihen verzeichnet wurden.
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2.6.1.3.5 Korperkondition

Die Koérperkondition von Kithen wird zumeist durch den Body Condition Score (BCS) in einer
Skala von 1 (stark unterkonditioniert) bis 5 (stark Uberkonditioniert) nach Edmonson et al.
(1989) angegeben. Aufgrund der intensiven Milchproduktion und des damit verbundenen
Energiebedarfs unterliegen Milchkiihe Schwankungen im BCS. Der hohe Energiebedarf post
partum wird durch Einschmelzen des Korperfettanteils zu kompensieren versucht, um eine
adaquate Energieversorgung sicherzustellen. In der Frihlaktation kommt es bei den Tieren zu
einer Reduktion des Korperfettanteils, der um den 60. Tag der Laktation sein minimales Niveau
erreicht (Bastin et al., 2010). Es konnte weiterhin belegt werden, dass ein Verlust von Uber
0,5 BCS-Punkten nach der Kalbung zu schlechteren Trachtigkeitsergebnissen flihrte (Buckley
et al., 2003). In der allgemeinen Tendenz zeigt sich eine negative Korrelation zwischen einem
geringen BCS und der Rastzeit (Zeitspanne zwischen Abkalbung und erster Besamung), der
Verzégerungszeit (Zeitspanne zwischen erster Besamung bis zur erfolgreichen Besamung)
sowie der Gustzeit (Zeitspanne zwischen Abkalbung bis zur erfolgreichen Besamung). Des
Weiteren |3sst sich eine positive Korrelation zwischen dem BCS und der Non-Return-Rate an
Tag 56 feststellen. Somit wird deutlich, dass ein geringer BCS nach der Abkalbung zur
Verzdgerung im Reproduktionsstatus fihrt (Bastin et al., 2010). Diese These wurde durch die
Untersuchungen von Carvalho et al. (2014) bestétigt. Dabei konnte nachgewiesen werden,
dass Kihe, die nach der Abkalbung einen niedrigeren BCS-Score aufwiesen, eine geringere
Wahrscheinlichkeit fir eine erfolgreiche Trachtigkeit aufwiesen. Demgegenuber zeigten Kiihe,
deren BCS-Score sich nach der Abkalbung nicht veranderte, sowie Kiihe, die einen héheren

BCS-Score aufwiesen, eine intermediare bzw. bessere Trachtigkeitsrate.

Eine Reduktion der Energieaufnahme aufgrund reduzierter Fltterung oder Energiedichte,
welche in einem niedrigeren Body Condition Score resultiert, hat insbesondere einen
negativen Einfluss auf den Durchmesser und die Dauer der Dominanz des dominanten
Follikels. Es besteht sogar die Mdglichkeit des vermehrten Ausbleibens der Ovulation, was zu
Atresien antraler Follikel, vermehrten Follikelzysten und einer erndhrungsbedingten Andstrie
fuhrt (Diskin et al., 2003; Mackey et al., 1999; Makarevich et al., 2011; Murphy et al., 1991).
Demgegenuber steht eine hohe energetische Versorgung, die zu einer Zunahme des
Durchmessers und der Wachstumsrate des dominanten Follikels fuhrt (Armstrong et al., 2001).
Eine verminderte Energieversorgung wirkt sich nicht nur auf das Follikelwachstum, sondern
auch auf die Oozyten aus, was bei unterkonditionierten Kiihen zu einer signifikant schlechteren
Qualitat der Oozyten fihrt (Chrenek et al., 2015; Dominguez, 1995; Nowak et al., 2011).
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In der Literatur findet sich eine uneinheitliche Evidenz hinsichtlich des Einflusses des BCS auf
die In-vivo-Embryonengewinnung. Die Ergebnisse der verschiedenen Studien werden in Tab.

4 zusammengefasst.

Tab. 4 Ergebnisse verschiedener Studien Uber den Einfluss des Body-Condition-Scores (BCS)

im Zeitraum der Superovulation auf die Ergebnisse der Embryonengewinnung

Veroffentlichung Versuchsaufbau BCS Ergebnisse der
Embryonengewinnung
Kadokawa et al. Holstein Rinder <25 1 Anzahl unbefruchteter Eizellen
(2008) n =88 3,0 Optimal
Antrin-R 3,5 | Anzahl Embryonen 1. Qualitat,
4 Tage, 2x tgl.
Kubovi¢ova et al. Holstein Kiihe 2,0-2,25 | Embryonengewinnungsrate
(2013) n =56 2,5-2,75 1 Embryonengewinnungsrate
Pluset® | Rate transfertauglicher Embryonen
3 Tage, 2x tgl. 3,0-3,25 1 Embryonengewinnungsrate

3,5-4,0 1 Rate transfertauglicher Embryonen
4,5-5,0 1l Embryonengewinnungsrate

Bezdicek et al. Holstein Kihe 2,0-5,0 Keine signifikanten Unterschiede in
(2015) n=110 der Gesamtzahl sowie der Anzahl
Pluset® transfertauglicher und degenerierter
5 Tage, 2x tgl. Embryonen
Makarevich et al. Holstein Kihe 2 1 Rate degenerierte Embryonen
(2016) n =259 1 Gesamtzellzahl in Embryonen
Pluset® | Index toter Zellen in Embryonen
5 Tage, 2x tgl. 3 1 Embryonengewinnungsrate
1 Gesamtzellzahl in Embryonen
4 1 Rate transfertauglicher Embryonen

1 Rate degenerierter Embryonen

| Gesamtzellzahl in Embryonen

1 TUNEL Index (Indikator fiir schlechte

Embryonenqualitat)

1 Index toter Zellen in Embryonen
Carvalho et al. (2014) fokussierten sich nicht auf den BCS der Tiere selbst, sondern auf die
Schwankungsbreite desselben. Im Rahmen der Studie wurden laktierende Milchkihe
wochentlich in den ersten Wochen post partum gewogen und, basierend auf ihren
Koérpergewichtsschwankungen in den ersten drei Wochen, in Gruppen eingeteilt. Die Tiere
wurden mit Folltropin® superstimuliert. Die Ergebnisse ergaben keinen Einfluss der
BCS-Schwankung auf die Anzahl der Ovulationen sowie der insgesamt gewonnenen und
befruchteten Embryonen. Jedoch wiesen die Tiere mit geringen
Kdrpergewichtsschwankungen prozentual mehr transfertaugliche Embryonen (83,8 %) und
weniger degenerierte Embryonen (9,6 %) auf als Tiere mit hohen Schwankungen in ihrem
Kdrpergewicht (53,2 % transfertaugliche und 35,2 % degenerierte Embryonen). Somit konnte
nachgewiesen werden, dass eine starke Abnahme des Kdrpergewichtes nach der Kalbung

einen negativen Einfluss auf die Qualitat der Embryonen ausubt.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sowohl lGber- als auch unterkonditionierte Tiere
eine verminderte Anzahl und Qualitat von In-vivo-Embryonen aufweisen. Dies hat in der Praxis
dazu geflihrt, dass insbesondere Tiere mit einer optimalen Koérperkondition (BCS = 3) als

Spendertiere ausgewahlt werden. Diese Empfehlung wird von Boland et al. (2001) bestatigt.

2.6.1.4 Hitzestress

In den Sommermonaten kommt es in Deutschland und Europa teilweise zu hohen
Aulentemperaturen, was bei den hier lebenden Rindern zu Hitzestress fuhrt. Dieser bedingt
uber multikausale Faktoren in diversen Geweben eine Reduktion der Fruchtbarkeit.
Hitzestress wird ab einer Temperatur von = 29,0 °C definiert (Chebel et al., 2004), wobei nicht
nur allein die Umgebungstemperatur, sondern auch die Luftfeuchtigkeit eine Relevanz
aufweist. Daher wird der , Temperature-Humidity-Index" (THI) als Indikator fir Hitzestress bei
Rindern und Milchkihen herangezogen. Dieser Index ergibt sich aus der Temperatur und dem
Wasserdampfgehalt der Luft. Bei Werten Gber 67 beginnt milder Hitzestress flr die Tiere (DLG,
2021). Hitzestress kann sowohl chronisch Uber mehrere Tage als auch akut auftreten. Eine
Erhéhung der Rektaltemperatur und der Atemfrequenz der Tiere ist als Folge von Hitzestress
zu beobachten (Ferreira et al., 2011). Im Jahr 2023, welches das warmste Jahr seit Beginn
der deutschen Wetteraufzeichnung darstellt, wurden im Sommer 56 Tage mit einer
Tagesmaximumtemperatur von = 25 °C und an 20 Tagen sogar = 30 °C verzeichnet
(Deutscher Wetterdienst, 2024). Eine Zucht auf hohere Milchleistung geht mit einer héheren
Sensitivitat fur Hitzestress einher (Leroy et al., 2008; Wolfenson & Roth, 2019). Wahrend der
Milchproduktion kommt es zu einer metabolischen Warmeproduktion. Eine Kuh, die 30 kg
Milch pro Tag produziert, weist eine doppelt so hohe Warmeproduktion auf wie eine nicht
laktierende Kuh. Bei einer taglichen Milchproduktion von 55 kg ist dies bereits dreifach so hoch
(Wolfenson & Roth, 2019). Diese Korperwarme kann bei hohen AuRentemperaturen nicht
ausreichend an die Umgebung abgeflihrt werden. Es zeigte sich, dass Hitzestress in einem
Zeitraum von 50 bis 20 Tagen vor der Besamung zu einer verminderten Konzeptionsrate bei
hochleistenden Holsteinkihen fiihrte (Chebel et al., 2004). Bereits ein Temperaturanstieg von
0,5 °C in der Gebarmutter flhrt zu reduzierten Konzeptionsraten (Gwazdauskas et al., 1973).
Hingegen scheinen Rinder weniger unter dem Hitzestress zu leiden. Im Vergleich zu den
laktierenden Kihen zeigten sie eine deutlich bessere Konzeptionsrate (50 % Rinder vs. 34 %
Klihe) sowie einen geringeren Besamungsindex (1,5 Rinder vs. 2,3 Kihe; Badinga et al.,
1985).
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Die Abb. 7 stellt eine Ubersicht ausgewahlter Auswirkungen von Hitzestress auf die
Reproduktion dar. Der Hitzestress greift u. a. negativ in die fein abgestimmte
Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse ein. In der Literatur wird der Einfluss von

Hitzestress auf die LH-Sekretion kontrovers diskutiert.
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Abb. 7 Grafische Darstellung der in dieser Arbeit beschriebenen Auswirkungen von
Hitzestress: 1) Produktion der Gonadotropine Follikelstimulierendes (FSH) &
Luteinisierendes Hormon (LH) in der Hypophyse; 2) Ostradiolproduktion der Follikel,
Dominanz des Follikels, Oozytenkompetenz; 3) Progesteronproduktion der

Luteinzellen; 4) Entwicklung friiher Embryonalstadien

Gwazdauskas et al. (1981) kamen zu dem Schluss, dass Hitzestress keinen Einfluss auf den
LH-Peak nimmt. Demnach weisen gestresste und nicht gestresste Tiere die gleiche LH-
Konzentration auf. Auch die basalen LH-Werte unterschieden sich nicht. Alle Tiere der Studie
wiesen einen praovulatorischen LH-Peak auf. Gilad et al. (1993) hingegen beschrieben, dass
chronischer Hitzestress zwar keinen Einfluss auf die basale LH-Sekretion aufwies, jedoch eine
Reduktion der LH-Amplitude zu beobachten war. Dies konnte insbesondere bei Kihen mit
niedrigen Ostradiolwerten nachgewiesen werden. Die FSH-Sekretion scheint hingegen unter
Hitzestress vermehrt zu sein, da ein vermehrtes Wachstum von Follikeln in den Ovarien
beobachtet wurde (Roth et al., 2000; Wolfenson et al., 1995). Unter Hitzestress ist eine
Reduktion der Inhibin-Konzentrationen im Plasma zu verzeichnen, was zu einem Anstieg der
FSH-Konzentrationen fihrte. Dies fuhrte zu einer Beschleunigung der Bildung des dominanten
Follikels und demzufolge zu einer langeren Dauer der Dominanz. Eine prolongierte Dominanz
geht jedoch mit einer verminderten Fertilitdt einher (Roth et al., 2000; Wolfenson et al., 1995).
Die vermehrte Entwicklung von Follikeln in den Ovarien kénnte die Ursache flir die
Beobachtung von Doppelovulationen im Sommer und die vermehrten Geburten von Zwillingen

nach Sommerbesamungen sein (Wolfenson & Roth, 2019).
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Auch die Produktion der Sexualhormone ist von den Auswirkungen des Hitzestresses
betroffen. Bei Tieren, die im Sommer unter Hitzestress litten, konnten signifikant geringere
Ostradiolwerte im Blut und in der Follikelflissigkeit nachgewiesen werden (Gwazdauskas et
al., 1981; Wolfenson et al., 1997). Dies erklart eine verkiirzte Brunstdauer von 21 auf
16 Stunden (Gwazdauskas et al., 1981). Auch ein im Winter kiinstlich induzierter Hitzestress
fuhrte zu gleichen Veranderungen der Hormonkonzentration im Blut (Wolfenson et al., 1997).
Dieser Einfluss konnte zudem in vitro bestatigt werden, wobei eine signifikant geringere
Ostradiolproduktion aus der Follikelwand des dominanten Follikels bei einer Temperatur von
41 °C im Vergleich zu 37 °C oder 39 °C festgestellt wurde (Bridges et al., 2005).
Wolfenson et al. (1997) vermuteten eine geringere Aktivitdt des Enzyms CYP19A1 in den
Granulosazellen bei Hitzestress, was zu einer reduzierten Ostradiolsekretion des dominanten
Follikels fihren kann. Ein niedriger Ostradiolspiegel kann den LH-Peak beeinflussen, was
wiederum wesentliche Auswirkungen auf die Ovulation, die anschlieRende Gelbkorperbildung
und Progesteronproduktion nimmt (Gilad et al., 1993; Wolfenson & Roth, 2019). Diese
negativen Effekte konnen jedoch durch die Anwendung von Hormonprogrammen und die
Durchfiihrung zeitlich festgelegter Besamungen kompensiert werden (Friedman et al., 2011).
Allerdings besteht in diesem Bereich weiterhin Uneinigkeit in der Literatur, da die Reaktion auf
extern zugefuhrte Gonadotropine unter Hitzestress als gleich (Bridges et al., 2005) oder

vermindert (Gilad et al., 1993) im Vergleich zu nicht gestressten Tieren beschrieben wurde.

In der In-vitro-Studie von Bridges et al. (2005) konnte eine vermehrte Produktion von
Progesteron aus isolierten Follikelzellen bei héheren Temperaturen nachgewiesen werden.
Dies lasst die Vermutung zu, dass die Granulosa- und Thekazellen unter Hitzestress friher
luteinisieren. Eine pramature Luteinisierung geht jedoch mit persistierenden Follikeln einher.
Hingegen zeigte die In-vitro-Studie von Wolfenson et al. (2002) eine verminderte
Progesteronproduktion von luteinisierten Granulosa- und Thekazellen von Follikeln, welche im
Sommer gewonnen wurden. Es zeigte sich zusatzlich, dass Thekazellen sensitiver auf den
Hitzestress reagieren als Granulosazellen. Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin,
dass ein durch Hitzestress geschadigter Follikel einen ebenfalls geschadigten Gelbkorper zur

Folge hat.

Wie in Kapitel 2.1.2 dargelegt, entwickelt die Oozyte parallel zur Follikelentwicklung ihre
Entwicklungskompetenz. Folglich fuhrt eine durch Hitzestress bedingte Stérung der
Follikulogenese ebenfalls zu einer verminderten Kompetenz der Eizelle. Oozyten, die im
Sommer heranreifen, erreichten signifikant langsamer das Zwei- bis Vierzellstadium nach
Fertilisation als Oozyten aus dem Winter. Zudem war das Gen POUS5F1 in Oozyten aus den
Sommermonaten signifikant niedriger exprimiert (Gendelman et al., 2010). POU5F1 ist ein

Transkriptionsfaktor fiir eine Vielzahl weiterer Gene, die eine entscheidende Rolle bei der
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frihembryonalen Entwicklung spielen und eine grofle Bedeutung flir die pluripotente
Entwicklung und Differenzierung der Blastomeren haben (Nichols et al., 1998; Niwa et al.,
2000). Im Rahmen der In-vitro-Maturation konnte die Nachstellung von Hitzestress dazu
fuhren, dass weniger Oozyten das MII-Stadium erreichten. Dies ist auf eine Funktionsstérung
des Spindelapparates zurtickzuflihren (Payton et al., 2004; Roth & Hansen, 2005). Aulderdem
wurde festgestellt, dass KOKs, die wahrend der In-vitro-Maturation unter Hitzeschock (41 °C)
litten, GbermafRig viele reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) bildeten, die
die Eizellfunktion beeintrachtigten (Cavallari de Castro et al., 2019). Roth et al. (2001) zeigten
auf, dass zwei bis drei weitere Zyklen erforderlich waren, um den durch Hitzestress
verursachten Schaden auszugleichen. Neben dem akuten Schaden kam es somit zu einem

verzogerten Effekt auf die Oozyten und somit der Embryonalentwicklung.

In einer Studie an Kiihen verschiedener Rassen von Rocha et al. (1998) konnte nachgewiesen
werden, dass aus Tieren ohne vorangegangene Superstimulation beim OPU im Sommer und
im Winter eine vergleichbare Anzahl an Oozyten gewonnen werden konnten. Jedoch waren
es insgesamt signifikant weniger Oozyten mit guter Qualitat im Sommer als im Winter
(41,0 £ 9,5 % im Sommer vs. 75,9 £ 8,0 % im Winter). Hingegen konnten in der Studie von
Chrenek et al. (2015) im Sommer im Vergleich zu den Frihlings- und Herbstmonaten die
meisten guten Oozyten aus Schlachthofovarien aspiriert werden. In der IVP zeigen sich
tendenziell (Rocha et al., 1998) bzw. signifikant (Chrenek et al., 2015) schlechtere
Teilungsraten nach Fertilisation aus Sommeroozyten. Diese Ergebnisse konnten jedoch in
zwei weiteren Studien, in denen Eizellen aus Schlachtorganen untersucht wurden, nicht
bestatigt werden. Hierbei konnten ahnliche Teilungsraten zwischen Oozyten aus Sommer- und
Wintermonaten beobachtet werden (Al-Katanani et al., 2002b; Ferreira et al., 2011). Allerdings
wurden im Sommer geringere Blastozystenraten festgestellt (Al-Katanani et al., 2002b;
Chrenek et al., 2015; Ferreira et al., 2011). Insbesondere die Oozyten von Kuhen, die bereits
mindestens zwei Mal nicht erfolgreich besamt wurden (Repeated Breeder), waren besonders
anfallig fur Hitzestress. Im Sommer war eine Verminderung der Blastozystenrate um 14 % zu
verzeichnen, wahrend bei gesunden, hochleistenden Kihen und Rindern lediglich ein Verlust
von 7 % zu beobachten war. DarUber hinaus wiesen die Blastozysten der

Repeated Breeder-Kihe eine héhere Anzahl an Schadigungen auf (Ferreira et al., 2011).

Einige  Studien untersuchten den Einfluss von Hitzestress wahrend der
In-vivo-Embryonengewinnung. Jedoch wurde in diesen Studien der Gesamteinfluss von
Hitzestress auf die Ovarien sowie die Entwicklung der Embryonen im Ovidukt und Uterus
untersucht, da nicht genau unterschieden wird, an welchen Tagen der Entwicklung die Tiere
unter Hitzestress litten. So wurden in den Sommermonaten niedrigere Fertilisationsraten sowie

geringere Raten an transfer- und tiefgefriertauglichen Embryonen beobachtet (Gordon et al.,
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1987; KuboviCova et al., 2013; Sartori et al., 2002). Es ist jedoch schwierig, den alleinigen
Einfluss auf die Follikulo- und Oogenese zu beleuchten. Dies kann durch Studien untersucht
werden, in denen superstimulierte Tiere beim OPU genutzt werden, die wahrend der
Stimulation unter Hitzestress leiden, die folgende IVP jedoch unter optimalen Bedingungen
ablauft. Unter diesen Bedingungen konnten nach OPU prozentual weniger Oozyten mit guter
Qualitat von hitzegestressten Tieren gewonnen werden als aus Tieren, die nicht unter
Hitzestress litten. Die Oozyten aus gestressten Kihen wiesen in der folgenden IVP signifikant
schlechtere Teilungs- und Blastozystenraten auf (Rocha et al., 1998). In In-vivo-Versuchen
zeigten Tiere, die im Sommer superstimuliert wurden, signifikant weniger Ovulationen und
schlechtere Ausspllraten (Gordon et al., 1987; KuboviCova et al., 2013). In einer In-vivo-Studie
von Putney et al. (1989b) wurde der Einfluss von Hitzestress auf die finale Phase der
Oozytenreifung wahrend einer Superstimulation untersucht. Dazu wurden Holsteinfarsen
wahrend der pFSH-Gaben und nach der ersten instrumentellen Besamung thermoneutral in
Klimakammern gehalten. Nur zwischen dem Ostrusbeginn und den Ovulationen wurden die
Tiere fur ca. 10 Stunden akutem Hitzestress bei 42 °C ausgesetzt. Lediglich 12 % der in der
Hitzestressgruppe gewonnenen Embryonen waren von guter Qualitat. Hingegen waren es
68 % in der Kontrollgruppe. Unter Hitzestress waren signifikant mehr Embryonen retardiert
oder degeneriert. Diese Daten deuten darauf hin, dass Hitzestress wahrend der
periovulatorischen Phase das Auftreten von verzégerten und/oder abnormalen Embryonen bei

superovulierten Tieren erhoht.

Insgesamt ist festzuhalten, dass Hitzestress wahrend der Superovulation zu einem Ruckgang
qualitativ hochwertiger Oozyten und deren Entwicklungskompetenz fuhrt. In einer neueren
Studie wurde untersucht, ob eine Melatoninbehandlung eben diese negativen Effekte des
Hitzestresses aufheben kann (Ratchamak et al., 2022). Melatonin ist ein Neurohormon,
welches direkte antioxidative Effekte gegen ROS aufweist, was zu besseren Ergebnissen in
In-vitro-Experimenten bei Zugabe ins Kultivierungsmedium geflhrt hat (Cavalcante et al.,
2019; Manjunatha et al.,, 2009; Zang et al., 1998). Auch in der In-vivo-Studie von
Ratchamak et al. (2022) an Holstein-Kreuzungstieren waren die Anzahl groRRer Follikel (= 10
mm) und Corpora lutea sowie die Anzahl der gesamt gewonnenen Embryonen und Eizellen,
die Fertilisationsrate und die Anzahl transfertauglicher Embryonen in der mit Melatonin
behandelten Gruppe (18 mg/50 kg, intramuskular) signifikant hdher. Bei Tieren der
Kontrollgruppe ohne Melatoninbehandlung, aber unter Hitzestress, waren hingegen mehr
Embryonen degeneriert. Die Embryonen der Tiere der Melatonin-Gruppe wiesen eine hdhere
Aktivitat des antioxidativen Enzyms Superoxiddismutase auf und eine signifikant geringere
Lipidperoxidation (Ratchamak et al., 2022).
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2.6.2 Einflussfaktoren im Ovidukt
2.6.2.1 Sperma
2.6.2.1.1 Zeitpunkt der Besamung

Bei nicht-superovulierten Tieren etablierte sich Uber die Jahre die ,Morgens-Abends-Regel*
fur die klnstliche (instrumentelle) Besamung (KB). Demnach soll eine Besamung zwolf
Stunden nach Beginn der Hauptbrunst erfolgen. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse
von Saacke et al. (2000) und Dalton et al. (2001) gestutzt. Die Experimente ergaben, dass
eine Besamung zwélf Stunden nach Beginn des Ostrus einen Kompromiss zwischen
potenziellen Befruchtungsversagen bei friherer und schlechterer embryonaler Qualitat bei
spaterer Besamung darstellt. Es konnte mit steigendem Abstand der KB zum Beginn des
Ostrus eine Steigerung der Fertilitdtsrate und eine Verschlechterung der Embryonenqualitat

festgestellt werden.

Wie in Kapitel 2.5.2 dargelegt, setzen bei superovulierten Tieren der LH-Peak friher nach
Beginn des Ostrus und die Ovulationen friiher nach dem LH-Peak ein. Zudem erstrecken sich
die Ovulationen Uber einen langeren Zeitraum. Aufgrund der Variabilitat der
superovulatorischen Reaktion ist die Erkennung des Ostrusbeginns von entscheidender
Bedeutung, um die kiinstliche Besamung zum bestmaoglichen Zeitpunkt durchzufiihren und so
die Befruchtungsrate sowie die Qualitat der Embryonen zu maximieren. In vielen alteren
Studien war die Fertilitatsrate bei superovulierten Tieren schlechter als bei nicht-
superovulierten (Elsden et al., 1978; Hasler et al., 1983; Saacke et al., 1998). Wenn jedoch
der richtige Zeitpunkt und qualitativ hochwertige Spermaportionen gewahlt werden, kénnen

Befruchtungsraten von tber 80 % erreicht werden (Dalton et al., 2000; Sartori et al., 2002).

Ein Abstand von 12 oder 24 Stunden nach Beginn des Ostrus hat sich in der Literatur als
optimaler Besamungszeitpunkt bei superovulierten Kiihen und Rindern erwiesen (Dalton et al.,
2000; Sales & Souza, 2005; Schiewe et al., 1987). Wahrend Dalton et al. (2000) bei
Holstein-Milchkihen, die mit pFSH superovuliert wurden, die héchsten Fertilitatsraten von
81 % bei einer einmaligen Besamung mit 50 Millionen Gesamtspermien 24 Stunden nach
Beginn des Ostrus beobachtete, stellten Schiewe et al. (1987) gleich gute Fertilitatsraten bei
einer einmaligen KB 12 oder 24 Stunden nach Beginn des Ostrus bei Tieren von Fleischrassen
fest. Sie konnten weiterhin feststellen, dass eine Mehrfachbesamung bei diesen KB-
Zeitpunkten nicht zwingend erforderlich war, um gleichbleibende Ergebnisse hinsichtlich der
Befruchtungsrate und der Embryonenqualitat zu erlangen. Spatere Besamungen mit einem
Abstand von 36 oder 48 Stunden zum superovulierten Ostrusbeginn gingen hingegen mit
schlechteren Fertilitatsraten einher (Schiewe et al., 1987). Untersuchungen von Sales und

Souza (2005) an mit pFSH stimulierten Milchkihen und -rindern zeigten, dass die erste
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Besamung der Kiihe sogar direkt zu Beginn der Brunst erfolgen kann. Ein Besamungsregime
mit der ersten Besamung zu Beginn der Brunst und 12 Stunden spater wirkte sich, im Vergleich
zu Besamungen 12 und 24 Stunden nach Brunstbeginn, nicht nachteilig auf die Fertilititsrate
und die Embryonenqualitat aus. Bei Farsen wurde hingegen bei der ersten Besamung zu
Beginn des Ostrus eine Reduktion der Anzahl lebensfahiger Embryonen beobachtet. Daher

sollte von einer Besamung zu diesem Zeitpunkt abgesehen werden.

Die Ostruserkennung stellt jedoch in jedem Besamungs- und ET-Programm eine der
herausforderndsten Aufgaben dar. In diesem Zusammenhang werden in verschiedenen
Studien die Machbarkeit von Programmen untersucht, bei denen eine Besamung ohne
vorausgehende Brunstbeobachtung zu einem definierten Zeitpunkt durchgeflhrt wird.
Kanitz et al. (2002) entwickelten anhand diverser erhobener Daten bezliglich der zeitlichen
Abstande zwischen der Luteolyse, dem LH-Peak und dem Einsetzen der Ovulationen, wie in
Kapitel 2.5.2 beschrieben, ein Schema fir eine terminorientierte Besamung. Die Luteolyse
wird 48 Stunden nach Beginn der pFSH-Stimulation mit einer PGF..-Gabe eingeleitet,
woraufhin der LH-Peak in etwa 40 bis 50 Stunden spater einsetzt. Gemal Kanitz et al. (2002)
soll die erste Besamung 55 bis 57 Stunden und die zweite Besamung 71 bis 73 Stunden nach
der PGFyq-Injektion durchgefiihrt. Hierbei wurde die bendtigte Zeit fur die Kapazitation der
Spermien (ca. 6 Stunden) mit einbezogen, womit sich die Fertilisationsperiode der Spermien
uber den gesamten Zeitraum der Ovulationen erstreckt. In den Untersuchungen wurden
325 Embryonengewinnungen nach diesem Schema durchgefuhrt. Fur beide Besamungen
wurde je eine Paillette mit 20 Millionen Spermien verwendet, wobei Befruchtungsraten von
uber 85 % beobachtet wurden (Kanitz et al., 2002). Eine Vielzahl anderer Protokolle fur die
terminorientierte Besamung verwendeten wahrend der Superstimulation ein lokales
Progesteronpraparat, wie beispielsweise eine intravaginale Progesteronspange, und zur
gezielten Auslésung der Ovulationen wird ein GnRH- oder LH-Praparat appliziert (B et al.,
2006). Eine Reihe von Experimenten an Fleischrassetieren untersuchten den optimalen
Zeitpunkt fur die Entfernung der Progesteronspange in Kombination mit der Gabe der
ovulationsauslésenden GnRH- oder pLH-Injektion und der nachfolgenden terminorientierten
Besamung (B¢ et al., 2006; Chesta et al., 2006; Larkin et al., 2005). Im Rahmen dieser Studien
wurden den Tieren an Tag O eine intravaginale Progesteronspange eingesetzt, begleitet von
einer einmaligen systemischen Gabe von Ostradiol und Progesteron. Es sei darauf
hingewiesen, dass diese Versuche in Sudamerika durchgefiihrt wurden und kein
Ostradiol-Praparat in der EU zugelassen/verfigbar ist. Vier Tage spater wurde mit der
Superstimulation mit pFSH Uber 3,5 oder 4 Tage begonnen. An Tag 6 wurden die Tiere
morgens und abends mit PGF2, behandelt. Die Versuche ergaben, dass die Entfernung der

Progesteronspange 12 Stunden nach der zweiten PGFz-Behandlung in Kombination mit einer
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GnRH-Gabe 24 Stunden spater zu einer verbesserten Synchronitat der multiplen Ovulationen
fuhrte und die Ovulationen insgesamt spater einsetzten. Insgesamt war festzuhalten, dass
samtliche Kombinationen der Behandlungen mit Entfernung der Progesteronspange 12 oder
24 Stunden nach der zweiten PGF2.-Behandlung, eine GnRH- oder pLH-Gabe 12 oder
24 Stunden danach, gekoppelt mit terminorientierten Besamungen weitere 12 und 24 Stunden
spater, zu vergleichbaren superovulatorischen Reaktionen und einer vergleichbaren
Embryonenqualitat bei Tieren von Fleischrassen fuhrten. In der Konsequenz konnen alle diese
Behandlungen in einem Superstimulationsschema bei Rindern mit terminorientierter KB
eingesetzt werden (Bo et al., 2006; Chesta et al., 2006; Larkin et al., 2005). Ein ahnliches
Studiendesign von Martins et al. (2012), welches an mit pFSH superstimulierten, laktierenden
Holsteinklhen durchgeflhrt wurde, ergab, dass bei Milchkiihen der optimale Zeitpunkt fur die
Entfernung des intravaginalen Progesteronpraparates bei 24 Stunden nach der zweiten
PGF2-Behandlung liegt. In Kombination mit der Ovulationsinduktion mittels GhnRH oder pLH
24 Stunden danach und terminorientierten Besamungen 12 und 24 Stunden spéater, konnten
die meisten transfertauglichen Embryonen gewonnen werden. Darlber hinaus wurde in einem
zweiten Experiment festgestellt, dass die gleichzeitige Anwendung von zwei
Progesteron-Ohrimplantaten (keine EU-Zulassung) die Embryonenqualitat forderte, was sich

in einer erhdhten Anzahl an tiefgefriertauglichen Embryonen darstellte (Martins et al., 2012).

Gemal der International Embryo Technology Society (IETS) sollte bei der KB eine
angemessene Menge an hochwertigem Sperma verwendet werden. Zudem sollten die
Besamungszeitpunkte und die Haufigkeit der Besamungen in den schriftlichen Anweisungen
des Superovulationsprogramms angegeben werden (Mapletoft & Bo, 2020). In der Praxis hat
sich eine zweifache Besamung im Abstand von 12 und 24 Stunden nach Beginn der Brunst

bei Milchkiihen durchgesetzt.

2.6.2.1.2 Ort der Samenablage

Die Ergebnisse mehrerer Studien zur KB haben gezeigt, dass es kaum Unterschiede in der
Fruchtbarkeit gibt, wenn der Samen in den Gebarmutterhdrnern, im -kérper oder in der Mitte
der Zervix deponiert wurde (Andersson et al., 2004; Graves et al., 1991; Knight et al., 1951;
Olds et al., 1953; Salisbury & Vandemark, 1951; Williams et al., 1988). Lediglich in wenigen
Studien fihrte eine intrakornuale Besamung im Vergleich zu einer Besamung in den
Uteruskorper bei nicht-superovulierten Kiihen zu signifikant besseren Trachtigkeitsraten
(Lopez-Gatius & Camoén-Urgel, 1988; Meirelles et al., 2012). Bei Rindern etablierte sich daher

eine Samenablage in den Uteruskdrper (Diskin, 2018).
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Diese Ergebnisse spiegeln sich auch in den meisten Studien an superovulierten Tieren wider.
Ein erstes kleineres Experiment von Carvalho et al. (2013) an 17 nulliparen Holsteinfarsen,
die mit pFSH superstimuliert wurden, liel® die Verfasser zunachst die Hypothese aufstellen,
dass eine Hornbesamung auf Héhe der groRen Kurvatur mit je einer halben Samenportion
(1x 20 Millionen Gesamtspermien pro Paillette 18 Stunden nach GnRH-Injektion) die Anzahl
fertiler Strukturen und die Befruchtungsrate signifikant steigert. In zwei weiteren Experimenten,
die mittels eines Cross-Over-Designs bzw. einer hdheren Tieranzahl eine hohere statistische
Aussagekraft hatten, konnte dies jedoch nicht reproduziert werden. Weder in der
Befruchtungsrate noch in anderen Parametern der Embryonenqualitdt wurden bei einer
intrakornualen oder tief intrakornualen Besamung Unterschiede zu einer Besamung in den
Uteruskorper festgestellt. Auch Hawk et al. (1988) konnten bei einer tief intrakornualen
Besamung mittels flexiblem Katheter im Bereich der uterotubalen Mindung keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Befruchtungsrate (59 % tief intrakornuale KB vs. 64 %
Uteruskorper-KB) feststellen. Demgegenuber flhrte eine laparoskopische Besamung direkt in
das Infundibulum der Eileiter einige Stunden vor den Ovulationen zu einer signifikanten
Reduktion der Befruchtungsrate auf 9 %. Im Gegensatz dazu lag die Befruchtungsrate bei der
Besamung in den Uteruskoérper bei 62 %. Zudem sank die Ausspulrate an Embryonen und
Eizellen von 80 % auf 43 % ab. Die niedrige Befruchtungsrate bei Kihen, die laparoskopisch
in das Infundibulum besamt wurden, deutet darauf hin, dass entweder nur eine minimale
Anzahl von Spermien vom Infundibulum weiter in die Eileiter gelangte, die Spermien nicht im
Eileiter verblieben oder die Spermien in den Eileitern nicht in der Lage waren, Eizellen zu
befruchten (Hawk et al., 1988).

Hawk und Tanabe (1986) fuhrten eine Untersuchung zur einseitigen tiefen Hornbesamung
durch und stellten fest, dass in der Mehrzahl der untersuchten Tiere eine vergleichbare
Befruchtungsrate im ipsilateralen und kontralateralen Horn vorlag. Lediglich in Einzelfallen war
dies nicht der Fall. Lopez-Gatius und Camon-Urgel (1990), die ebenfalls eine unilaterale
Hornbesamung untersuchten, stellten fest, dass vergleichbare Befruchtungsraten im ipsi-
sowie kontralateralen Horn vorlagen, wenn die Besamung in das rechte Uterushorn erfolgte.
Demgegenuber ergab sich bei einer Besamung in das linke Uterushorn eine deutliche
Diskrepanz in der Befruchtungsrate zwischen dem ipsi- und kontralateralen Horn. Die
Befruchtungsrate in den kontralateralen Hornern war signifikant geringer bei Besamungen in

das linke Uterushorn (15,6 %) als fur Besamungen in das rechte Uterushorn (50 %).
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2.6.2.1.3 Spermaqualitat

Der Bulle und die Spermaqualitat sind wichtige Einflussfaktoren auf die Befruchtungsrate und
die Embryonenqualitdt. Hasler (1992) beschrieb die Ergebnisse von 712
Embryonengewinnungen, wobei das Sperma von neun verschiedenen Holsteinbullen
verwendet wurde. Die Befruchtungsraten lagen zwischen 20 % und 55 % und die
durchschnittliche Anzahl tiefgefriertauglicher Embryonen zwischen 2,2 und 4,9 fir einzelne
Bullen. Stroud und Hasler (2006) untersuchten die Ergebnisse von 742 Embryospullungen, bei
denen Spermaportionen von schlechter bis sehr guter Qualitat von 227 Fleischrassebullen fur
die Besamung verwendet wurden. Die Spermaqualitat wurde anhand folgender Kriterien
beurteilt: Konzentration, Anteil motiler Spermien, Vorwartsbeweglichkeit der Spermien,
Morphologie und Anteil von morphologisch abweichenden Spermien. Sowohl der Anteil der
befruchteten Embryonen als auch der Anteil der Embryonen mit exzellenter Qualitat nahm mit
jeder Qualitatsstufe des Spermas signifikant ab. Der Anteil befruchteter Embryonen sank von
82,1 % bei sehr guter Qualitat des verwendeten Spermas, auf 67,6 % bei guter Qualitat, auf
58,3 % bei mittlerer Qualitat und auf 51,8 % bei schlechter Qualitat. Der Anteil der Embryonen
mit sehr guter Qualitdt sank von 61,2 % Uber 55,7 % und 53,9 % auf 33,7 % bei der
Verwendung von Sperma mit sehr guter Qualitat bis hin zu Sperma mit schlechter Qualitat.
Ein anderer Bewertungsansatz wurde von Callaghan und King (1980) verwendet. Sie
verglichen die Ausbeute an befruchteten Embryonen mit der Non-Return-Rate (NRR) der
verwendeten Bullen. Eine Befruchtungsrate von 89 % bei Bullen mit hoher NRR und eine von
70 % bei Bullen mit hoher NRR lassen auf eine Korrelation dieser Parameter schlielen. Im
Gegensatz dazu konnte Hupka (2000) in ihrer Dissertation keine Korrelation zwischen der
NRR 56 sowie der NRR 90 der einzelnen Bullen und der Anzahl sowie dem Prozentsatz
tauglicher Embryonen feststellen. Allerdings ergab die Auswertung von 1294 Spulungen eine
signifikante Abhangigkeit hinsichtlich der Rate tauglicher sowie degenerierter Embryonen und
unbefruchteter Oozyten von dem eingesetzten Bullen. Die Anzahl und der Anteil tauglicher
Embryonen unterschieden sich zum Teil erheblich in Abhangigkeit des eingesetzten Bullen.
Die Auswertung ergab, dass 14 Bullen einen Prozentsatz von Gber 60 % tauglicher Embryonen
erzielten, wahrend neun Bullen einen Prozentsatz von weniger als 50 % erreichten. Der
hoéchste Prozentsatz tauglicher Embryonen lag bei 72,1 %, wahrend der niedrigste bei 39,7 %
lag (Hupka, 2000). Insgesamt scheint die Qualitat des verwendeten Spermas nicht nur den
Prozentsatz der befruchteten Eizellen, sondern auch die Qualitdt der Embryonen zu
beeinflussen. Daher sollte bei superovulierten Tieren immer versucht werden, qualitativ
hochwertiges Sperma zu verwenden, auch wenn dies in der Praxis aufgrund der Wiinsche der

Landwirte nicht immer moglich ist (Mikkola et al., 2020).
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In der KB von Rindern hat sich der Einsatz von Tiefgefriersperma aus Grinden der
Praktikabilitat durchgesetzt. Bei korrektem Auftauverfahren und richtiger Handhabung des
Spermas gibt es keine Einschrankungen hinsichtlich Befruchtung und Embryoqualitat (Nadir
et al., 1993). Eine unsachgemalie Handhabung des Spermas wahrend des Auftauens kann
jedoch zu einer erheblichen Schadigung des Spermas fiihren (Stroud, 2006). Auch bei
superovulierten Tieren hat sich der Einsatz von Tiefgefriersperma etabliert. Sowohl
Hawk et al. (1988) als auch Goulding et al. (1994) beobachteten keine abweichenden
Befruchtungsraten bei Verwendung von Tiefgefriersperma im Vergleich zu frischem Sperma
nach der Besamung superovulierter Kuhe. Lediglich in der mit einer intravaginalen
Progesteronspange behandelten Gruppe wurden weniger Embryonen mit Qualitdten 1 und 2
nach Verwendung von Tiefgefriersperma Sperma im Vergleich zu den Versuchsgruppen
PRID® und Frischsperma, PGF., und Tiefgefriersperma sowie PGF2, und Frischsperma
festgestellt (Goulding et al., 1994).

2.6.2.1.4 Sortiertes oder konventionelles Sperma

Der Einsatz von X- oder Y-chromosomal sortiertem Sperma hat vor einigen Jahren Einzug in
die Besamungsprogramme gefunden. In Milchkuhherden wird dabei meist X-sortiertes
Sperma zur gezielten Nachzucht weiblicher Tiere bei Besamungen von Rindern oder Kihen
mit genetischem und/oder zuchterischem Interesse verwendet. Fur die Sortierung der
Spermien wird die Durchflusszytometrie zur Trennung von X- und Y- Chromosom-tragenden
Spermien auf der Grundlage des DNA-Gehaltes der einzelnen Spermien eingesetzt (Johnson,
2000). Diese Technik hat sich als sehr genau erwiesen und flhrt mit bis zu Uber 90 %-iger
Sicherheit zu sortierten Populationen lebensfahiger geschlechtsspezifischer Spermien.
Allerdings gehen mit der Aussetzung der Spermien gegenuber diversen biochemischen
Veranderungen, einem DNA-Farbstoff, mechanischem Druck, Bestrahlung mittels Laser und
einem elektrischen Feld wahrend des Prozesses Schaden einher (Garner, 2006; Seidel &
Garner, 2002). So zeigen Spermien nach dem Sexing-Prozess eine kompromittierte Fahigkeit
am Oviduktepithel anzuhaften und signifikant schlechtere Ergebnisse hinsichtlich Motilitat,
mitochondrialem Membranpotential und Plasmamembranstabilitdt sowie weniger lebende
Spermien mit intaktem Akrosom (Carvalho et al., 2018). Dies erklart die meist schlechteren
Befruchtungs- und Trachtigkeitsraten nach Besamungen mit sortiertem Sperma. Es ist
allerdings zu bericksichtigen, dass bei der Besamung mit sortiertem Sperma aufgrund der
hohen Kosten in der Regel geringere Spermienkonzentrationen verwendet werden. Ein
exzellentes Reproduktionsmanagement ist jedoch der Schliissel zum Erreichen besserer
Trachtigkeitsraten (Schenk et al., 2006; Seidel et al., 1999). So konnten bis zu 90 % der
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Fertilitatsraten mit konventionellem Sperma auch mit Samenportionen mit einer geringen
Konzentration von sortierten Samenzellen erreicht werden (Schenk et al., 2005; Seidel et al.,
1999). Zudem zeigten sich kaum Unterschiede hinsichtlich der Trachtigkeitsraten zwischen
frischem und tiefgefrorenem X-sortietem Sperma, ebenso wenig zwischen bilateralen
Besamungen in die Uterushérner oder den Uteruskorper (Seidel et al., 1999). Ein neueres
Durchflusszytometrieverfanren namens Sexcel® (ABS, Wisconsin, USA), das laut
Herstellerangaben eine schonendere Behandlung der Spermien verspricht, ist seit einigen
Jahren auf dem Markt verfligbar. Beim Sexcel®-Verfahren werden die Spermien, die das
ungewollte Chromosom tragen, durch einen Laser zerstort. Die detaillierte Vorgehensweise
wird vom Hersteller nicht explizit dargelegt, jedoch konnten in einer ersten Studie bei
Besamungen nach Ostrusdetektion keine signifikanten Unterschiede in der Konzeptionsrate
nach Besamungen mit konventionellen oder Sexcel®-Sperma festgestellt werden (Perry et al.,
2020).

Die Verwendung von sortiertem Sperma in Verbindung mit der Superovulation ist kommerziell
sehr attraktiv. Jedoch ist zu beachten, dass der Sortierprozess mit zusatzlichen Kosten
verbunden ist, was zu einer Steigerung der Kosten pro Spermaportion fiihrt. Infolgedessen ist
die Anzahl der Spermien pro Besamungsdosis begrenzt. Dies hat zur Folge, dass die meisten
Studien an superovulierten Kihen mit einer geringeren Dosis an sortierten Spermien im
Vergleich zum konventionellen Sperma durchgefihrt werden. In der Studie von
Schenk et al. (2006) wurde die Ausbeute und Qualitdt an Embryonen nach zweimaliger
Besamung mit verschiedenen Dosen an X- und Y-sortiertem Sperma (2 Millionen vs.
10 Millionen vs. 20 Millionen Gesamtspermienzahl) sowie konventionellem Sperma
(40 Millionen Gesamtspermienzahl) verglichen. Es zeigten sich keine Unterschiede
hinsichtlich des Anteils transfertauglicher sowie degenerierter Embryonen und des Anteils
unbefruchteter Eizellen zwischen X- und Y-sortiertem Sperma. Es konnte jedoch festgestellt
werden, dass die Befruchtungsrate bei der Verwendung jeglicher sortierter Spermadosen
signifikant geringer war als bei den Besamungen mit 40 Millionen nicht sortierten Spermien.
Bei Besamungen mit 2 und 10 Millionen sortierten Spermien war die Anzahl transfertauglicher
Embryonen ebenfalls signifikant geringer. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die
Besamungen mit 2 Millionen sortierten Spermien die héchste Anzahl an unbefruchteten
Eizellen hervorbrachten. Die Autoren dieser Studie kommen zu dem Schluss, dass wiederholte
Besamungen superovulierter Tiere mit einer hohen Dosis (min. 20 Millionen Spermien) an
sortierten Spermien dazu beitragen kdnnten, retrograde Spermienverluste auszugleichen.
Dies flhrt zu einer erhéhten Anzahl an Spermien am Ort der Befruchtung und zu
vergleichbaren Befruchtungsraten und transfertauglichen Embryonen im Vergleich zu nicht

sortierten Kontrollbesamungen (Schenk et al., 2006). Sartori et al. (2004) stellten fest, dass
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eine zweimalige Besamung mit 10 Millionen X-sortierten Spermien pro Paillette 12 und 24
Stunden nach Brunstbeginn eine gleiche Rate an befruchteten und lebensfahigen Embryonen
hervorbringt wie eine einmalige Besamung mit 20 Millionen X-sortierten Spermien 12 Stunden
nach Brunstbeginn (61,9 % vs. 63,5 %). Demgegenuber fuhrte eine zweimalige Besamung mit
10 Millionen nicht sortierten Spermien pro Paillette 12 und 24 Stunden nach Brunstbeginn zu
einer Rate von 90,9 % befruchteten und lebensfahigen Embryonen. Die Verwendung von
X-sortierten Sperma erhoht neben der Anzahl an nicht befruchteten Oozyten auch den Anteil
der Spulungen in denen keinerlei transfertauglichen Embryonen gewonnen werden konnten
(Mikkola & Taponen, 2017b).

Wahrend Schenk et al. (2006) und Peippo et al. (2009) keine qualitativen Unterschiede bei
den Embryonen nach Besamung mit sortiertem und nicht sortietem Sperma feststellten,
nahmen Sartori et al. (2004) sowie Mikkola und Taponen (2017b) eine vermehrte Anzahl
degenerierter Embryonen wahr. Des Weiteren wurde eine Abnahme von Embryonen mit
1. Qualitat festgestellt (Hayakawa et al., 2009; Mikkola & Taponen, 2017b). Ein weiteres
Kriterium, um die Qualitdt der transfertauglichen Embryonen zu beurteilen, ist die
Trachtigkeitsrate nach dem Transfer auf Rezipienten. Schenk et al. (2006) nahmen auch in
dieser Hinsicht keine Unterschiede zwischen Embryonen nach KB mit sortiertem und nicht
sortiertem Sperma in ihrer Studie wahr. Mikkola et al. (2015) hingegen berichteten in einer
grol3 angelegten Feldstudie in Finnland mit 12.438 Transfers (davon 1741 Embryonen aus
Besamungen mit X-sortiertem Sperma) von einer signifikanten Reduktion der
Trachtigkeitsraten nach dem Transfer von Embryonen, die aus Besamungen mit X-sortiertem
Sperma entstanden sind. Die Trachtigkeitsraten beliefen sich auf 49,6 % mit Embryonen aus
konventionellem Sperma und 38,8 % mit Embryonen aus X-sortiertem Sperma. Die Mortalitat
der geborenen weiblichen Kalber unterschied sich zwischen den Gruppen nicht. Hingegen war
die Mortalitat der mannlich geborenen Kalber signifikant héher, wenn der Embryo aus einer

Besamung mit X-sortiertem Sperma entstand.

Der Einsatz von X-sortiertem Sperma resultiert in einer nahezu zweifachen Steigerung des
Anteils an weiblichen, transfertauglichen Embryonen (Hayakawa et al., 2009; Peippo et al.,
2009; Schenk et al., 2006). Daher ist der Einsatz von sortiertem Sperma von gro3em Interesse.
Er ermoglicht es, den Transfer mannlicher Embryonen, die nicht fur die Zucht bendtigt werden,
und die damit verbundenen Kosten zu vermeiden. Zudem kann auf den Nachweis des
embryonalen Geschlechts mittels Biopsien verzichtet werden, wodurch potenzielle
Folgeschaden, und verringerte Anwachsraten vermieden werden (Hasler et al., 2002). Es sei
jedoch angemerkt, dass selbst bei einer 90 %-igen Reinheit des X-sortierten Spermas die

Wahrscheinlichkeit einer Geburt eines Bullenkalbes bei einer von zehn Geburten besteht.
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In der Studie von Peippo et al. (2009) wurde der Einsatz von X-sortiertem Sperma an Kiihen
und Farsen vergleichend untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass Kiihe deutlich schlechtere
Befruchtungsraten nach Besamungen mit X-sortiertem Sperma (48,4 %) aufwiesen, im
Vergleich zu Besamungen mit konventionellem Sperma bei Kihen (100 %) oder X-sortiertem
Sperma bei Farsen (70,3 %). Auch ihre retrospektive Auswertung von Ergebnissen aus einem
kommerziellen Embryotransferprogramm bestatigten dies. Die Rate unbefruchteter Eizellen
war bei Kihen nach Besamung mit X-sortiertem Sperma mit 56,0 % im Vergleich zu
Besamungen mit konventionellem Sperma (14,4 %) sowie zu Besamungen bei Farsen
(X-sortiert: 21,1 %, XY: 10,6 %) am hochsten. Die Rate transfertauglicher Embryonen war
nach Besamungen mit X-sortiertem Sperma bei Kihen am  geringsten
(Kihe: X-sortiert 21,1 %, XY 64,5 %; Farsen: X-sortiert 53,9 %, XY 65,5 %). Die Studie von
Hayakawa et al. (2009), in welcher ebenfalls weniger transfertaugliche Embryonen aus Kiihen
nach Besamung mit X-sortiertem Sperma als aus Farsen gewonnen wurden, stitzt die
Ergebnisse von Peippo et al. (2009). In der retrospektiven Studie von Mikkola und
Taponen (2017b) wurden 1971 Spulungen (davon 443 mit X-sortiertem Sperma) ausgewertet.
Es konnte festgestellt werden, dass der Anteil an Spllungen, die keinerlei transfertaugliche
Embryonen hervorbringen, bei Farsen um 4 %-Punkte und bei Kihen hingegen um
11,7 %-Punkte nach Verwendung von X-sortiertem Sperma anstieg. Die Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass Kiihe nach einer Besamung mit sortiertem Sperma ein héheres Risiko
fur schlechte Ergebnisse in der Embryonenproduktion aufweisen als Farsen. Daher kann beim
Einsatz von sortiertem Sperma bei Kiihen eine erhéhte Besamungsdosis sowie eine haufigere

Besamung erforderlich sein als bei Farsen (Peippo et al., 2009).

Die von Soares et al. (2011) durchgefuhrten Untersuchungen ergaben, dass Besamungen mit
4,2 Millionen X-sortierten Spermien 18 und 30 Stunden nach einer ovulationsauslésenden
pLH-Injektion mit einer signifikant hdheren Rate an transfertauglichen Embryonen
(54,2 £ 23,2) einhergingen als Besamungen 12 und 24 Stunden nach der pLH-Gabe
(40,7 = 21,3). Eine mdgliche Erklarung fur die besseren Ergebnisse bei spateren Besamungen
kdnnte in den durch die Spermasortierung verursachten Schaden an den Spermien liegen, die
moglicherweise zu einer kirzeren Lebensdauer als bei nicht sortierten Spermien gefuhrt
haben. Zusatzlich durchlaufen die Spermien eine Art ,Vorkapazitation" wahrend des
Sortierprozesses bei den Durchflusszytometrie-Verfahren (Lu & Seidel, 2004; Maxwell et al.,
2004). Daraus leitet sich die Empfehlung einer geringgradig spateren Insemination mit
sortiertem Sperma im Vergleich zu konventionellem Sperma ab, um die Fertilisationsperiode

der sortierten Spermien passend zum Einsetzen der multiplen Ovulationen zu timen.

Durch die Verwendung von frischem X-sortierten Sperma ergeben sich bei Milchkiihen keine

Vorteile gegenuber der Verwendung von tiefgefrorenem. Die Raten an transfertauglichen
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(frisch: 59,5 + 9,3; gefroren: 69,0 + 8,9 %) und degenerierten Embryonen (frisch: 31,8 £ 8,3 %j;
gefroren: 27,3 +* 7,8 %) sowie an unbefruchteten Eizellen (frisch: 8,7 = 45 %;
gefroren: 3,7 £ 2,5 %) unterschieden sich nicht. Da frisches X-sortiertes Sperma keine Vorteile
mit sich bringt, jedoch der Einsatz mit einem héheren logistischen Aufwand verbunden ist, ist

der Einsatz von tiefgefrorenem X-sortierten Sperma praktikabler (Hayakawa et al., 2009).

2.6.2.2 Hitzestress

Wie in Kapitel 2.6.1.4 beschrieben, nimmt Hitzestress ebenfalls Einfluss auf die sich
entwickelnden Embryonen wahrend ihrer Passage im Ovidukt. Eine Ubersicht ist in Abb. 7,
S. 49 dargestellt. Hitzestress kann sich negativ auf die Entwicklung des Embryos auswirken.
Unter anderem wurde bei hitzegestressten Embryonen ein reduziertes Membranpotential der
Mitochondrienmembranen beobachtet, wobei ein hohes Membranpotential ein Marker fir eine
gute Entwicklungskompetenz ist (Acton et al., 2004; Jones et al., 2004; Kuroki et al., 2013).
Daruber hinaus resultiert ein Hitzestress in einer reduzierten Kalziumkonzentration im
Zytoplasma, was die Zellfunktionen beeintrachtigt (Kamano et al., 2014). Ebenfalls kann eine
Mitochondrienschwellung, eine Reorganisation im Zytoskelett, eine Migration der
Zellorganellen ins Zentrum der Blastomeren (Rivera et al., 2003, 2004) und ein Anstieg von
ROS in den Blastomeren (Sakatani et al., 2004) beobachtet werden. Diverse Studien belegen,
dass insbesondere die friihen Stadien Zygote und 2- bis 8-Zeller eine hohe Empfindlichkeit
gegenuber Hitzestress aufweisen. Mit fortschreitender Entwicklung weisen Morulae und
Blastozysten eine erhohte Hitzetoleranz auf (Ealy et al., 1995; Edwards & Hansen, 1997;
Sakatani et al, 2012). Erste In-vitro-Versuche verdeutlichten, dass die
Entwicklungskompetenz von 2-Zellern, die einem Hitzeschock von mindestens 41 °C Uber drei
Stunden ausgesetzt sind, hin zum 4- und > 16-Zeller reduziert war. Hingegen war die
Entwicklung zu einer Blastozyste bei einer hitzegestressten Morula unter identischen
Bedingungen nicht beeintrachtigt (Ealy et al., 1995). Edwards und Hansen (1997)
beobachteten bei der Inkubation unter Hitzeschock eine Reduktion der
Entwicklungskompetenz von 2- sowie 4- bis 8-Zellern, wobei die 2-Zeller die starkste
Reduktion aufwiesen. Ahnliches berichteten Sakatani et al. (2012). Bei einem Hitzeschock an
Tag 0 und 2 in der IVP wurde eine signifikante Reduktion der Entwicklungsraten und ein
erhdhter intrazellularer oxidativer Stress beobachtet. Hingegen nahm ein Hitzeschock an Tag

4 und 6 keinen Einfluss mehr.

Die Mechanismen, die fir den Erwerb der Thermotoleranz verantwortlich sind, sind bis dato
noch nicht vollstdndig bekannt. Es handelt sich um ein komplexes Zusammenspiel vieler

Faktoren. Unter anderem ist davon auszugehen, dass die Aktivierung des embryonalen
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Genoms ab dem 8-Zellstadium (Graf et al., 2014; King et al., 1988) eine entscheidende Rolle
spielt, womit der Embryo das gesamte Spektrum der zelluldren Anpassung nutzen kann
(Hansen, 2019). Ein vielfach untersuchter Aspekt ist die Fahigkeit zur Transkription des
Hitzeschockproteins HSP70. In der Vergangenheit wurde die fehlende Thermotoleranz friher
Embryonalstadien mit der Unfahigkeit zur Bildung dieses HSP70 assoziiert. Edwards et al.
(1997) konnten jedoch nachweisen, dass eine erhdhte Synthese von HSP70 (68-kDa-Form)
in 2-Zellern, jedoch nicht mehr in 4-Zellern, nach einer thermischen Belastung zu verzeichnen
war. Des Weiteren konnten sie konstitutiv (konstant) produzierte HSP70-Molekile (HSC 70
und 71) beim 2-Zeller bis zur Blastozyste nachweisen. Eine hitzeinduzierte Produktion von
HSC 70 & 71 wurde jedoch nur in Blastozysten beobachtet. Wrenzycki et al. (1998) konnten
in In-vitro-Embryonen ohne Hitzestress eine Expression des HSP70-Gens vom 2-Zeller bis zur
Blastozyste nachweisen. Dabei wird davon ausgegangen, dass die beobachtete Expression
bis zum 4-Zeller-Stadium auf ein maternales und ab dem 8-Zeller wahrscheinlich auf ein
embryonales Transkript zurtiickzufuhren ist. Chandolia et al. (1999) wiesen in einer weiteren
Studie auch in hitzegestressten 2- und 4-Zellern eine erhdhte induzierte Genexpression von
HSP70 auf. Die erhohte Warmeempfindlichkeit der frilhen Embryonalstadien ist demnach nicht
auf die Unfahigkeit der Synthese von HSP70 zurickzufihren (Edwards et al., 1997).

Bei In-vitro-Versuchen konnte unter Verwendung von Insulin-like Growth Factor (IGF-1), das
daflr bekannt ist, diverse Zellen vor Stressoren zu schitzen, im Kultivierungsmedium eine
verbesserte Thermotoleranz von Embryonen beobachtet werden. Nach Kultivierung in IGF-1
angereicherten Medien und zusatzlicher Inkubation unter Hitzeschock wurde eine bessere
Blastozystenrate von Embryonen dokumentiert, als bei rein hitzegestressten Embryonen
(Jousan & Hansen, 2007). In vivo konnte diese Wirkung jedoch nicht bestatigt werden. Eine
Behandlung von laktierenden Kuhen mit bovinem Somatotropin, welches einen
nachweisbaren Anstieg von IGF-1 mit sich flhrte, hatte keine positiven Auswirkungen auf die

Trachtigkeitsraten im Sommer (Jousan et al., 2007).

Die Schadigung der Entwicklungskompetenz friher Embryonalstadien konnte ebenfalls in vivo
bestatigt werden. Dunlap und Vincent (1971) setzten Farsen von Fleischrassen in
Klimakammern fur 72 Stunden nach der Besamung Hitzestress (32,2 °C und
65 % Luftfeuchtigkeit) aus. Die Tiere zeigten signifikant schlechtere Trachtigkeitsraten als die
Kontrolltiere, die bei 21,1 °C gehalten wurden. Von den 23 hitzegestressten Farsen wurde
keine tragend, wahrend die Kontrolltiere eine Trachtigkeitsrate von 48 % aufwiesen. Zudem
wurde ein signifikanter Anstieg der Rektaltemperatur der hitzegestressten Tiere auf 40,0 °C
beobachtet.
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In vergleichenden Versuchen wurde festgestellt, dass Embryonen der hitzetoleranteren Rasse
Brahman (Bos indicus) und der weniger hitzetoleranten Rassen Holstein und Angus (Bos
taurus) unterschiedlich hitzeresistent sind. Der Einfluss von Hitzestress auf die
Entwicklungsrate zum Blastozystenstadium und die Zellanzahl pro Embryo in der IVP war bei
Brahman-Embryonen geringer ausgepragt. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die bessere
Thermotoleranz der Bos indicus-Rasse nicht nur auf einer besseren koérperlichen Anpassung

beruht, sondern auch auf zellularer Ebene wirksam ist (Paula-Lopes et al., 2003).

Auch bei superovulierten Tieren zeigt sich der negative Einfluss von Hitzestress wahrend der
frihen Entwicklungsphase. Putney et al. (1988b) superovulierten Holsteinfarsen mit pFSH
unter thermoneutralen Bedingungen in Warmekammern. Nach der Besamung wurde ein Teil
der Farsen hyperthermischen Konditionen ausgesetzt. Flur einen Zeitraum von sieben Tagen
wurden die Farsen taglich entweder bei einer Temperatur von 30 °C fir 16 Stunden oder einer
Temperatur von 42 °C fiur 8 Stunden gehalten. Die Ergebnisse zeigten, dass beide
hitzegestressten Gruppen einen erhéhten Anteil an abnormalen Embryonen mit extrudierten
und/oder degenerierten Blastomeren (26,83 %) und retardierten Embryonen (34,15 %), im
Vergleich zur Kontrollgruppe (abnormal: 13,24 %; retardiert: 16,18%) aufwiesen. Der Anteil an
unbefruchteten Eizellen unterschied sich hingegen nicht zwischen den Gruppen
(Hitzestress: 18,29 %; Kontrolle: 19,12 %). Putney et al. (1988a) erzielten in einer weiteren
Studie, die unter natirlichen Bedingungen im Sommer in Florida durchgefiihrt wurde, ebenfalls
ahnliche Ergebnisse hinsichtlich des erhdhten Vorkommens retardierter Embryonen.
Ealy et al. (1993) spezifizieren den Zeitraum des negativen Einflusses auf die Embryonen von
superstimulierten Holsteinkihen. Die Donoren waren an Tag 1, 3, 5 oder 7 nach der Besamung
Hitzestress ausgesetzt. Dazu werteten die Autoren die Wetterdaten der jeweiligen Tage aus.
Die Ergebnisse zeigten, dass Embryonen aus Kuhen, die an Tag 1 Hitzestress ausgesetzt
waren, im Vergleich zu den Embryonen der Kontrollkiihe (kein Hitzestress) eine reduzierte
Lebensfahigkeit und ein geringeres Entwicklungsstadium aufwiesen. Hitzestress der Donoren
an den drei anderen Tagen hatten keine nachteiligen Auswirkungen auf die Entwicklung und

Qualitat der Embryonen.

Der Transfer von Embryonen bietet eine gute Moglichkeit, die negativen Auswirkungen von
Hitzestress in der frihen Embryonalentwicklung zu umgehen und somit die Fruchtbarkeit im
Sommer zu verbessern. Im Sommer waren die Trachtigkeitsraten nach dem Transfer von
tiefgefrorenen in vivo gewonnenen Embryonen exzellenter Qualitdt besser als nach
instrumenteller Besamung (Drost et al., 1999; Putney et al., 1989a). Der Transfer von frischen
IVP-Embryonen flihrte im Sommer ebenfalls zu besseren Trachtigkeitsraten (Al-Katanani et

al., 2002a). Dies zeigt, dass der Transfer von Embryonen die Konzeptionsrate bei
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hitzegestressten Milchkihen erhéhen kann, indem die kritische Phase der Empfindlichkeit

gegenuber Hitzestress der frihen Embryonalstadien umgangen wird.
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2.6.3 Einflussfaktoren im Uterus
2.6.3.1 Endometritis
Der Metritis-Komplex besteht aus den drei Erkrankungen: Metritis, Endometritis und Pyometra

(Sandals et al., 1979). Die Erkrankungen werden wie folgt definiert (siehe Tab. 5):

Tab. 5 Definitionen der Erkrankungen des Metritis-Komplex; *post partum (p. p.),
** polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)

Erkrankung Definition Veroffentlichung
Metritis Bis 21 Tage p. p.* Sheldon et al.
Unphysiologisch vergrofierter Uterus (2006)

Ubelriechender, rot-braunlicher uteriner Ausfluss
Kombination mit Fieber & systemischen Symptomen

Endometritis Entziindung der oberflachlichen Schichten des Bondurant (1999)
Endometriums (nicht tiefer als Stratum spongiosum) LeBlanc et al.
Klinische Endometritis Subklinische Endometritis  (2002)

(CE): (SE): Kasimanickam et
> 20 bzw. 21 Tage p. p. > 20 bzw. 21 Tage p. p. al. (2004)
Purulenter Ausfluss Vorhandensein von PMN**  Sheldon et al.
Vergrolerter im Endometriumsabstrich ~ (2006)
Zervixdurchmesser Kein Genitalkatharr
(>7,5cm) Klinisch gesunde Kuhe

Pyometra Persistierender Gelbkorper Sheldon et al.
Ansammlung von eitrigem Material im Uteruslumen (2006)

Meist geschlossene Zervix

Die gebrauchlichste Technik zur Diagnose einer Subklinischen Endometritis (SE) ist die
sogenannte Cytobrush-Methode, die von Kasimanickam et al. (2004) entwickelt wurde und in
der Folge in zahlreichen Untersuchungen Anwendung fand (Carvalho et al., 2013; Kaufmann
et al., 2009; Madoz et al., 2013; Plontzke et al., 2010). Dabei wird die Cytobrush unter rektaler
Kontrolle und geschutzt transzervikal in den Uterus eingefuhrt und durch drehende Bewegung
wird ein zytologischer Abstrich gewonnen (Kasimanickam et al., 2004). Eine weitere gangige
Moglichkeit stellt die niedrigvolumige Uterusspulung mit geringen Mengen an Kochsalzldsung
dar (Cheong et al., 2011; Galvéao et al., 2009; Gilbert et al., 2005). Die Proben werden auf
einem Objekttrager ausgestrichen (bei der Lavage-Methode nach vorheriger Zentrifugation),
gefarbt und mikroskopisch auf die Quantitat der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN) untersucht. Eine neuere alternative Diagnostik wurde von Pascottini et al. (2015)
entwickelt, wobei statt einer Cytobrush ein Klebetape genutzt wird. Mit dem Cytotape
gewonnene zytologische Abstriche erzielten gleich gute Ergebnisse hinsichtlich der
Auswertung an PMN wund der Gesamtzellzahl. Dabei wurden sogar weniger

Blutkontaminationen beobachtet.
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In den meisten Studien wurde zur Untersuchung auf PMN und zur Diagnose einer SE der
Uteruskorper mittels Cytobrush beprobt (Carvalho et al., 2013; Kaufmann et al., 2009; Madoz
et al., 2013; Plontzke et al., 2010). Ebenfalls die niedrigvolumige Uteruslavage wird im
Uteruskaorper durchgefiihrt. Der Uterus wird zehn Sekunden lang transrektal massiert, um eine
Verteilung der 20 ml Kochsalzldsung zu gewahrleisten. Es ist jedoch zu bemerken, dass die
Sicherheit der Verteilung in die Uterushérner nicht sicher gewahrleistet wird, weshalb
anzunehmen ist, dass der kaudale Anteil des Uterus beprobt wird (Gilbert et al., 2005). Es
existieren nur wenige Studien, die das Endometrium an verschiedenen Lokalisationen auf das
Vorhandensein von PMN untersuchen. Pascottini et al. (2016) untersuchten den Uterus von
32 Kihen nach der Schlachtung. Sie entnahmen Uterusbiopsien und zytologische Proben an
acht verschiedenen Lokalisationen: Basis, Mitte und Spitze von je dem linken und rechten
Uterushorn sowie links und rechts aus dem Uteruskérper. Sie stellten eine ungleichmaRige
Verteilung von PMN zwischen den Lokalisationen fest, wobei signifikant die meisten PMN in
den Proben aus dem Uteruskdrper und der rechten Hornbasis (nahe der Bifurkation)
beobachtet wurden. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass es sinnvoll ist, Proben zur
Diagnose von PMN aus dem Uteruskorper zu entnehmen. Pothmann et al. (2019) empfehlen
hingegen eine Probenentnahme aus der Basis des rechten Uterushorns, da diese die grofte
Ubereinstimmung der PMN-Zahlen mit den anderen Endometriumslokalisationen aufwies.
Zudem wurde festgestellt, dass die Wahrscheinlichkeit, mit nur einer Cytobrush-Probe eine SE
(Grenzwert dieser Studie: > 5 % PMN) zu diagnostizieren, bei lediglich 51 % lag. Aus diesem
Grund empfehlen die Autoren die Durchfuhrung einer zweiten Cytobrush-Probe an einer
zweiten Lokalisation, um die Genauigkeit der Diagnose einer subklinischen Endometritis zu
erhéhen. Egberts et al. (2016b) vertreten eine ahnliche Auffassung. Die Untersuchung von
drei verschiedenen Lokalisationen (Uteruskorper, linkes und rechtes Uterushorn, jeweils
1,5 cm kranial der Uterusbifurkation) ergab zwar keine signifikanten Unterschiede im Anteil an
PMN, jedoch empfehlen die Autoren aufgrund festgestellter tierindividueller Unterschiede in

den drei Lokalisationen die Enthnahme mehrerer Proben zur Diagnose einer SE.

Obwohl die Infiltration von PMN als diagnostischer Marker fur die SE allgemein anerkannt ist,
besteht noch Uneinigkeit bezlglich eines Schwellenwerts fir den Anteil an PMN in 100
gezahlten Zellen des zytologischen Ausstrichs, der eine SE klassifiziert. Dies ist insbesondere
darauf zurickzufiihren, dass ein gewisser Anteil an PMN im Uterus nach der Geburt
physiologisch ist und im Verlauf des Puerperiums und danach abnimmt. Folgende Grenzwerte

wurden in verschiedenen Studien definiert (Tab. 6):
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Tab. 6 Grenzwerte zur Diagnose einer subklinischen Endometritis (SE) in Abhangigkeit von

den Tagen post partum (Ubersicht ausgewahlter Studien)

Veroffentlichung Tage post partum Grenzwert fiir eine SE [PMN]
Kasimanickam et al. (2005) 20-33 18,0 %
34-47 10,0 %
Cheong et al. (2011) 40-60 10,0 %
Galvéo et al. (2019) <21 8,5 %
22-35 6,5 %
249 4,0 %
Madoz et al. (2013) 21-33 8,0 %
34-47 6,0 %
48-62 4,0 %
21-62 5,0 %
Pléntzke et al. (2010) 18-38 5,0 %
Gilbert et al. (2005) 40-60 5,0 %
Salasel et al. (2010) 190 + 40 3,0 %

Eine Reihe von Faktoren wurde als Risikofaktoren fir eine SE identifiziert, darunter
Geburtsstérungen, Nachgeburtsverhaltung, akute Metritis, die Stallhaltung von
Frihlaktierenden in Einstreustallen sowie eine hohe Milchleistung bei Primiparen (Cheong et
al., 2011; Salasel et al., 2010). Die Paritat wurde hingegen nicht als Einflussfaktor fur das
Vorkommen einer SE ausgemacht (Gilbert et al., 2005). In der Literatur besteht Konsens
daruber, dass eine SE einen negativen Einfluss auf die Fertilitdt bei Milchkihen ausubt.
Diverse Studien belegten eine reduzierte Trachtigkeitsrate, verlangerte Glstzeiten und/oder
einen geringeren Erstbesamungserfolg bei an subklinischer Endometritis erkrankten,
insbesondere alteren Kiihen (Cheong et al., 2011; Gilbert et al., 2005; Madoz et al., 2013;
Ricci et al., 2015). Lediglich einige wenige Autoren wie Santos et al. (2009), die den Einfluss
einer SE bei Kuhen von Fleischrassen untersuchten sowie Plontzke et al. (2010), die extensiv
gehaltene Milchkuhe untersuchten, stellten keinen Einfluss einer SE auf die Fertilitat fest. Die
Mehrheit der Studien untersuchte den endometrialen PMN-Anteil am Ende der postpartalen
Phase bis 60 Tage post partum. Nur wenige Studien untersuchten den PMN-Anteil im Uterus
zu einem spateren Zeitpunkt (Kaufmann et al., 2009; Salasel et al, 2010).
Kaufmann et al. (2009) untersuchten das Endometrium des Uteruskdrpers mittels Cytobrush
vier Stunden nach der ersten KB. Die Kiihe wurden anhand des PMN-Gehaltes in drei Gruppen
eingeteilt: 0 %, > 0-15 % und > 15 % PMN. Der Erstbesamungserfolg war signifikant héher in
der Gruppe mit > 0-15 % PMN als in den beiden anderen Gruppen, wobei dieser Effekt bei
Primiparen am ausgepragtesten war. Im Vergleich mit Kontrolltieren, die nicht mit einer
Cytobrush beprobt wurden, ergab sich kein Einfluss der Probenentnahme auf die

Konzeptionsrate. Die Autoren dieser Studie stellten die Hypothese auf, dass ein gewisser
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PMN-Einstrom in das Endometrium physiologisch ist und sich als vorteilhaft fir die

Trachtigkeitswahrscheinlichkeit darstellt (Kaufmann et al., 2009).

Im Zuge einer subklinischen Endometritis wird eine erhohte endometriale mRNA
(messenger ribonucleic acid)-Expression verschiedener proinflammatorischer Mediatoren, wie
Zytokine, antimikrobielle Peptide und Akute Phase Proteine, beobachtet. Dabei werden unter
anderem die Zytokine CXCL5, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 sowie TNFa bei einem entziindeten
Endometrium hochreguliert (Fischer et al., 2010; Gabler et al., 2009, 2010). Ein entzliindetes
Endometrium kann sich negativ auf die Embryonenqualitat auswirken. So untersuchten Hill
und Gilbert (2008) den Einfluss eines aseptisch entzindeten Uterusmilieus auf
IVP-Embryonen. Zu diesem Zweck kultivierten sie finf Tage alte Embryonen fiir zwei Tage in
verschiedenen Medien. Eine Gruppe Embryonen wurde in einem Medium kultiviert, welches
aus dem Uterus gesunder Holsteinkiihe gewonnen wurde. Im Anschluss an die erste
Entnahme des Mediums erfolgte eine Infusion des Uterus mit Glykogen, um eine aseptische
endometriale Entziindung auszuldsen. Sechs Stunden spater wurde erneut Medium aus den
nun entziindeten Uteri gewonnen. In diesem Medium wurde eine weitere Gruppe Embryonen
kultiviert. Zusatzlich gab es zwei Kontrollgruppen (Kultivierungsmedium, Kultivierungsmedium
mit Serum). Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Blastozystenrate
zwischen dem Uterusmedium gesunder Kihe (49,3 %), dem entzindeten Uterusmedium
(42,2 %) und dem Kultivierungsmedium mit Serum (50,9 %). Einzig in der Kontrolle mit reinem
Kultivierungsmedium war die Blastozystenrate signifikant geringer (16,9 %). Bei weiteren
Untersuchungen der Blastozysten wurde jedoch festgestellt, dass die Blastozysten aus dem
entzindeten Uterusmedium eine signifikant geringere Anzahl an Trophektodermzellen
aufwiesen, wobei die innere Zellmasse unverandert blieb. In der Folge kam es zu einem
signifikanten Anstieg der inneren Zellmasse-Trophektoderm-Ratio. Dies hatte vermutlich einen
negativen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Embryonen. Eine veranderte
Embryonenqualitat kann ein Grund fur frihe embryonale Mortalitat bei Kihen mit subklinischer
Endometritis sein (Hill & Gilbert, 2008).

Der Einfluss einer subklinischen Endometritis wahrend und nach einer Superovulation ist
bislang nur Gegenstand weniger Studien. Hoelker et al. (2012) analysierten den Einfluss einer
SE auf die endometriale und embryonale Genexpression. Zu diesem Zweck wurden
superovulierte Holsteinkihe zwei Stunden vor der ersten Besamung (Tag 0) und direkt nach
der Embryonengewinnung (Tag 7) mittels Cytobrush im Uteruskdrper beprobt. Tiere mit
0 % PMN wurden als gesund und Tiere mit > 0 % wurden mit subklinischer Endometritis
diagnostiziert. Sowohl eine SE an Tag 0 als auch an Tag 7 fuhrten zu einer veranderten
endometrialen Expression von Genen der Zelladhasion und der Immunmodulation. Eine SE

an Tag 7 beeinflusste ebenfalls die embryonale Expression von Genen, die mit der
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Membranstabilitat, dem Zellzyklus und der Apoptose zusammenhangen. Spilungen von
Kidhen, bei denen an Tag 0 keine PMN diagnostiziert wurden, jedoch an Tag 7 eine SE
aufwiesen, erzielten signifikant die meisten gesamt gewonnenen und transfertauglichen
Embryonen. Kiihe, die an beiden Tagen gesund diagnostiziert wurden, wiesen die héchste
Anzahl an Embryonen im Blastozystenstadium auf. Die Charakteristika der
Blastozystenqualitat, wie die innere Zellmasse, unterschieden sich nicht. Ahnliche Ergebnisse
erzielten Dirillich et al. (2012), die Kihe anhand des PMN-Anteils im Endometrium zum
Zeitpunkt der KB (Tag 0) und zum Zeitpunkt der Embryonengewinnung (Tag 7) klassifizierten.
Tiere wurden negativ bei einem PMN-Anteil von 0 % und positiv bei einem PMN-Anteil von
> 0 % klassifiziert. Es konnte festgestellt werden, dass Kiihe, die an Tag 0 negativ getestet
wurden, tendenziell mehr gesamt gewonnene Embryonen (10,3) sowie transfertaugliche
Embryonen (6,8) aufwiesen als Kuhe, die an Tag 0 SE positiv diagnostiziert wurden
(6,9 gesamt gewonnene und 3,7 transfertaugliche Embryonen). Die gréfite Anzahl
transfertauglicher Embryonen (8,8 + 6,8) wurde von Kihen gewonnen, deren PMN-Anteil von
0 % an Tag 0 auf einen positiven PMN-Anteil bei der Spulung anstieg, im Vergleich mit allen
anderen Kombinationen des PMN-Anteils an Tag 0 und 7. Die Tiere der Gruppe, die an Tag 0
hohe positive PMN-Anteile aufwies, die zu Tag 7 auf weniger stark positive Werte sank,
erzielten signifikant die schlechtesten Ergebnisse hinsichtlich der Anzahl an Corpora lutea
(7,2 £ 4,7) und der transfertauglichen Embryonen (1,9 + 3,9) im Vergleich zur Gruppe mit den
besten Ergebnissen. Dies spiegelt sich jedoch in den prozentualen Anteilen transfertauglicher

Embryonen nur numerisch wider.

Studien ohne dynamische Untersuchung des PMN-Anteils Uber zwei Zeitpunkte stellten einen
negativen Einfluss einer subklinischen Endometritis am Tag der Follikelablation vor dem Start
der Superstimulation (Carvalho et al., 2013) bzw. am Tag 6-13 des Zyklus (Egberts et al.,
2016a) auf die Embryonenqualitat fest. Carvalho et al. (2013) definierten eine SE ab einem
PMN-Anteil von > 5 %, wobei bei SE-positiven Tieren ein tendenzieller Rickgang der
Aussplulrate und der Befruchtungsrate zu beobachten war. Die Befruchtungsrate von Kiihen
mit 0 % PMN lag bei 80 % und sank kontinuierlich auf weniger als 50 %, bei Kiihen mit einem
PMN-Anteil von > 50 %. Bei der Einteilung in drei Gruppen (<1 %, 1-5 %, > 5 % PMN) stellten
Carvalho et al. (2013) keine Unterschiede in der Anzahl der Gelbkorper, jedoch in der
Ausspllrate mit steigendem PMN-Anteil bei den Kihen fest. Die Anzahl der befruchteten
(2,3 £ 0,7), transfertauglichen (1,8 + 0,6) und tiefgefriertauglichen (1,8 + 0,6) Embryonen war
in der Gruppe mit > 5 % PMN signifikant geringer als in den beiden anderen Gruppen (< 1 %
PMN: befruchtet 5,9 + 7,7, transfertauglich 4,6 + 0,7, tiefgefriertauglich 4,4 + 0,7; 1-5 % PMN:
befruchtet 7,4 £ 1,9, transfertauglich 5,9 + 1,7, tiefgefriertauglich 5,3 £ 1,6). Da jedoch auch

die Anzahl der gesamt gewonnenen Embryonen und Oozyten vermutlich aufgrund der
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signifikant geringeren Ausspulrate bei Kihen mit PMN > 5 % tendenziell geringer (p = 0,01)
war, spiegeln sich die schlechteren Erfolgsparameter der Embryonengewinnung im Anteil der
transfertauglichen sowie tiefgefriertauglichen nicht signifikant und im Anteil befruchteter
Embryonen nur tendenziell (p = 0,14) wider. Die ersten Ergebnisse von Egberts et al. (2016a)
ergaben ebenfalls einen negativen Einfluss einer SE zum Zeitpunkt der Voruntersuchung auf
die Embryonenqualitat. In dieser Studie wurde sowohl der Uteruskorper als auch beide
Uterushoérner beprobt. Flnfzig Prozent der 62 untersuchten Tiere wurden als risikobehaftet
eingestuft, da mindestens eine der drei Lokalisationen einen PMN-Anteil von > 3 % aufwies.
In dieser Auswertung konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der risikobehafteten
und nicht-risikobehafteten Gruppe hinsichtlich der Anzahl gesamt gewonnener und
transfertauglicher Embryonen festgestellt werden. Beim Vergleich der Hornspilungen eines
Tieres wurde jedoch ein signifikant geringerer Anteil transfertauglicher Embryonen (53,9 % vs.
80,0 %) im betroffenen Horn im Vergleich zum nicht betroffenen Horn festgestellt. Der Anteil
degenerierter Embryonen und auch der Anteil unbefruchteter Oozyten war im betroffenen Horn
signifikant héher. Die beiden Studien (Carvalho et al., 2013; Egberts et al., 2016a) stltzen die
These, dass ein zunehmender Anteil an PMN im Uterus einen negativen Einfluss auf die
Befruchtung haben kann. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass PMN zu einer Produktion
von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) fuhren (Aloé et al., 2012), die
fur Spermien schadlich sein kénnen. Dies wurde in vitro bestatigt, da die Exposition von
Spermien gegenuber Verbindungen die ROS erhéhen (Menadion und tert-Butylhydroperoxid),

die Befruchtungs- und Blastozystenrate in der IVP verringerten (Hendricks & Hansen, 2010).



Schrifttum 72

2.7 Einfluss des Uterusmikrobioms

Das Uterusmikrobiom stellt einen weiteren Einflussfaktor auf die Anzahl und Qualitat von
Embryonen nach einer Superovulation dar und bildet den Schwerpunkt dieser Arbeit. Daher

wird diesem Faktor ein eigenes Kapitel gewidmet.

Die Erforschung verschiedener Mikrobiome hat sich in den letzten Jahrzehnten rasant
weiterentwickelt und ist zu einem Thema von grolem wissenschaftlichem und 6ffentlichem
Interesse geworden. Der Begriff ,Mikrobiota“ setzt sich aus dem altgriechischen Wort ,Mikro*
(wikpdc, klein) und dem Begriff ,Biota“ (Biota) zusammen, was so viel bedeutet wie ,die
Lebewesen eines Okosystems oder eines bestimmten Gebiets“. Der Begriff ,Mikrobiom*“ setzt
sich aus den altgriechischen Begriffen ,Mikro“ und ,Bios* (Bio¢, Leben) zusammen (Berg et
al., 2020). Eine klare und allgemein anerkannte Definition des Begriffs ,Mikrobiom* fehlt
jedoch. Laut Berg et al. (2020) stellt die Mikrobiota die Gesamtheit der Mikroorganismen
(Bakterien, Archaeen, Protozoen, Pilze und Algen) dar. Das Mikrobiom ist ein dynamisches
und interaktives System aus der Mikrobiota und ihrem Lebensraum. Neben den beteiligten
Mikroorganismen umfasst es auch ihre Interaktion miteinander und mit der Umgebung in
einem ,Aktionsraum®, der unter anderem durch mikrobielle Strukturen, Stoffwechselprodukte

sowie Relikt-DNA (DNA von abgestorbenen Mikroorganismen) definiert ist (siehe Abb.8).

Microbiome

Microbiota = <= “Theatre of activity”

‘ Bacteria Archaea ‘ Microbial structural elements
z — 7‘ ‘ Proteins/ Lioid Poly-
Fungi Protists | peptides 'piCS sacharides
Algae Nucleic acids

structural DNA/RNA

mobile genetic elements

Internal/external structural elements
/ incl. viruses/phages relic DNA

Microbial metabolites

Environmental Signalling s (An)organic

conditions molecules molecules

Biome: a reasonably well defined habitat which has distinct bio-physio-chemical properties

Abb. 8 Schematische Darstellung der Zusammensetzung des Mikrobioms aus Mikrobiota und
dem Aktionsraum (Berg et al., 2020)
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Die Gebarmutter galt traditionell als steril, da davon ausgegangen wurde, dass die Zervix eine
Barriere darstellt, die das Aufsteigen von Bakterien aus dem unteren Genitaltrakt in die
Gebarmutter verhindert. Ein Eintrag von Bakterien wahrend der Geburt ist bekannt, da zu
diesem Zeitpunkt die physischen Barrieren der Vulva, Vagina und Zervix geschwacht sind,
sodass Bakterien aus der Umgebung sowie von der Haut und aus dem Kot in den Genitaltrakt
eindringen kénnen (Bromfield et al., 2015). Die Gebarmutter nahezu jeder Kuh ist nach der
Geburt mit einem breiten Spektrum an Bakterienarten besiedelt. Der Prozentsatz der
nachweisbaren Bakterien im Uterus nimmt mit fortschreitender Zeit nach der Geburt jedoch
rasch ab (Elliott et al., 1968; Griffin et al., 1974; Sheldon et al., 2002a, 2002b). In der Regel
werden bakterielle Infektionen drei bis funf Wochen post partum eliminiert (Bromfield et al.,
2015). Durch die Anwendung der Hochdurchsatz-Sequenzierung wurde jedoch nun bestatigt,
dass der Uterus im Anschluss keinesfalls frei von Bakterien ist. Moore et al. (2017) und
Karstrup et al. (2017) bewiesen erstmals, dass der Uterus beim Rind auch wahrend einer
intakten Trachtigkeit bakteriell besiedelt ist. Proben von Plazentomen, von Plazenta aus dem
Bereich zwischen den Kotyledonen sowie von Amnionflissigkeit von tragenden
Schlachtkihen im letzten Trachtigkeitsdrittel, wurden mittels 16S ribosomaler
RNA-Genanalyse untersucht. Die drei am haufigsten vorkommenden Bakterienstamme in
diesen Proben waren die Phyla Bacillota (ehemals Firmicutes), Bacteroidota (ehemals
Bacteroidetes) und Proteobacteria (Moore et al., 2017). Dartber hinaus konnten Bakterien
nachgewiesen werden, die in der postpartalen Phase als pathogen oder potenziell pathogen
erachtet werden, darunter Fusobacterium necrophorum, Trueperella pyogenes und
Acinetobacter spp. (species plurales, Karstrup et al., 2017; Moore et al., 2017). Auch die
Untersuchungen von Moraes et al. (2024) bestatigten die Existenz eines Mikrobioms mit
geringer Biomasse im tragenden, gesunden Uterus. Ebenfalls im Uterus von Kuhen in der
mittleren Laktationsphase konnte ein Mikrobiom mit geringer Biomasse festgestellt werden
(Lietaer et al., 2021). Der Uterus von funf Kihen wurde direkt nach dem Schlachtprozess je
an der Spitze und der Basis beider Uterushdrner beprobt. Die Auswertung der Ergebnisse
ergab keine Unterschiede in der Zusammensetzung des Mikrobioms und der DNA-Quantitat
zwischen den verschiedenen Lokalisationen. Eine Kontrollprobe der Vagina ergab, dass sich
die Zusammensetzung des Mikrobioms des Uterus und der Vagina unterschied. Dies deutet
darauf hin, dass die Zervix eine funktionelle Kompartimentierung zwischen Uterus und Vagina

ermdglicht (Lietaer et al., 2021).

Die am haufigsten aus einem erkrankten Uterus isolierten Bakterienarten sind Trueperella (T.)
pyogenes, Fusobacterium necrophorum, Escherichia (E.) coli und Prevotella spp. (Sheldon et
al., 2006). Wang et al. (2018a) analysierten mittels 16S ribosomaler RNA (rRNA)-Genanalyse

Uterusspllproben von Kiihen mit klinischer Endometritis (CE), subklinischer Endometritis (SE)
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oder mit einem gesunden Uterus 30 Tage nach der Geburt. Die vergleichende Betrachtung
ergab, dass das Mikrobiom bei einem gesunden Uterus, bei einer SE sowie CE eine ahnliche
komplexe mikrobielle Vielfalt sowie ahnliche Bakterienarten aufwies. Es konnten jedoch
signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft zwischen
gesunden und CE-Kihen festgestellt werden. Die Zusammensetzung eines an subklinischer
Endometritis erkrankten Uterus unterschied sich hingegen nicht von einem gesunden Uterus.
In gesunden sowie SE-Uteri waren die funf am haufigsten nachgewiesenen
Bakteriengattungen Lactococcus, Bacillus, Solibacillus, Pseudomonas und Arthrobacter. In
CE-Kuhen waren die vier am haufigsten nachgewiesenen Gattungen Lactococcus, Bacillus,
Fusobacterium und Solibacillus. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass sich die Gattungen in
ihrer relativen Haufigkeit unterschieden. Bei CE-KUhen wurde ein erhdhtes Auftreten von
Fusobacterium sowie die einzigartige Prasenz von Trueperella und Peptoniphilus im
Mikrobiom des Uterus festgestellt. Bei SE-Kuhen waren bekannte intrauterine
Krankheitserreger kaum vorhanden und das uterine Mikrobiom war durch eine Anreicherung
von Lactobacillus und Acinetobacter gekennzeichnet (Wang et al., 2018a).
Pascottini et al. (2020) untersuchten das uterine Mikrobiom mittels der Cytobrush-Methode an
den Tagen 10, 21 und 31 post partum. Auch in dieser Studie konnten keine signifikanten
Unterschiede im Mikrobiom von SE-Kihen und gesunden Kihen festgestellt werden, jedoch
wurden signifikante Unterschiede zum Mikrobiom von CE-Kuihen beobachtet. Das Mikrobiom
von CE-Kuhen zeichnete sich durch eine hdhere relative Haufigkeit der Phyla Bacteroidota
und Fusobacteria sowie der Gattung Trueperella im Vergleich zu gesunden und SE-Tieren
aus. T. pyogenes war die vorherrschende Bakterienart, die bei Kiilhen mit CE kultiviert wurde.
Zudem wies das uterine Mikrobiom von Kiihen mit CE einen Verlust an bakterieller Vielfalt auf.
In gesunden Kuhen und Kihen mit SE wurde hingegen ein breiteres Spektrum an
Bakterienarten nachgewiesen (Pascottini et al., 2020). Der Verlust der Bakteriendiversitat im
Mikrobiom von Tieren mit einem gestoérten Puerperium (Nachgeburtsverhaltung, Metritis)
wurde ebenfalls von Kronfeld et al. (2022) in Kihen 14 Tage p.p. festgestellt. In diesen
Untersuchungen dominierten Fusobacterium spp., Bacteroides spp. und Helcococcus spp.
das Mikrobiom der kranken Tiere. Es konnten keine Unterschiede in der Haufigkeit von
T. pyogenes und E. coli zwischen gesunden und erkrankten Tieren festgestellt werden.
Obwohl in zahlreichen Studien ein verandertes Mikrobiom von CE-Kihen im Vergleich zu SE-
und gesunden Kihen festgestellt wurde, besteht keine gesicherte Korrelation zwischen dem
Nachweis spezifischer Bakterien, der Wachstumsrate von Bakterien auf dem Nahrboden und
dem Anteil an PMN im Endometrium, bzw. dem Schweregrad der Endometritis (Prunner et al.,
2014; Ricci et al.,, 2015). So wurde sowohl bei E. coli, als auch bei a-hdmolysierenden
Streptokokken und Koagulase-negativen Streptokokken (KNS) kein signifikanter

Zusammenhang mit dem Anteil an PMN im Endometrium festgestellt. Lediglich das
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Vorkommen von T. pyogenes schien deutlich mit einem erhéhten Anteil von PMN im

Endometrium zu korrelieren (Madoz et al., 2014; Westermann et al., 2010).

Das angeborene Immunsystem der Gebarmutter ist fur die Erkennung pathogener Keime
verantwortlich. Bakterien, die in die Gebarmutter eindringen, werden tber Toll-like Rezeptoren
(TLR) erkannt. Diese TLRs sind in der Lage, pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP)
wie das Lipopolysaccharid (LPS) von gramnegativen Bakterien, also auch bakterielle
Lipopeptide und Nukleotide zu binden (Beutler, 2009). In Abb. 9 sind PAMPs und die jeweils
zugehdrigen TLR beispielhaft dargestellt.

Receptor | TLR2/1 or 2/6 TLR3 TLR4 TLRS TLR7 TLR9
Ligands | Lipopeptides | Poly I:C, dsRNA LPS Flagellin ssRNA, resiquimod, imiquimod, loxeribine| Unmethylated DNA, CpG-DNA
Source | G ram-Positive. Viruses Gram-neglative Bacterial Viruses Bacteria

bacteria, fungi bacteria flagellum

Examples
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Abb. 9 Verschiedene Toll-like Rezeptoren (TLR) und ihre Liganden (Moresco et al., 2011)

Es konnte in der Forschung festgestellt werden, dass endometriale Zellen unter anderem den
TLR 4-CD14 Rezeptor-Komplex exprimieren, welcher fir die Erkennung von LPS notwendig
ist (Herath et al., 2006). Die Bindung zwischen TLR und PAMP [6st eine Signalkaskade aus,
welche eine Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen bewirkt, die
phagozytische Zellen in das Endometrium rekrutieren (Ghasemi et al., 2012; Zerbe et al.,
2003). Eine bakterielle Infektion bedingt demnach eine Entziindung des uterinen Epithels und
des Stratum compactum, welches zu einer Subfertilitdt der infizierten Kiihe flhrt (Bonnett et
al.,, 1991, 1993). Die mit einer Gebarmutterinfektion einhergehende Subfertilitdt wird sowohl
durch eine Stérung der Ovarfunktion als auch durch lokale Schadigungen des Uterus bedingt.
Die Subfertilitat scheint auch nach dem klinischen Abklingen der Krankheit weiter zu bestehen
(Sheldon & Dobson, 2004). Williams et al. (2007a) und Sheldon et al. (2002b) beobachteten
bei Untersuchungen an postpartalen Holsteinkiihen, dass eine starkere bakterielle
Kontamination des Uteruslumens sieben Tage p.p. die Follikulogenese der Eierstdcke storte.
Im Vergleich zu postpartalen Kilhen mit einer moderaten uterinen Keimbesiedlung, zeigten die
Tiere mit einer hohen Keimbesiedlung dominante Follikel mit kleineren Durchmessern und
geringerer Wachstumsrate sowie geringere  Plasma-Ostradiolwerte. In  beiden
Untersuchungen konnte jedoch kein Einfluss der uterinen Bakterienlast auf die

FSH-Ausschittung festgestellt werden. Ebenfalls wurden keine Unterschiede in der
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Rekrutierung der ersten Follikel, dem Intervall zwischen der Geburt und der Follikeldominanz,
sowie dem Ausgang des ersten dominanten Follikels p.p., in Abhangigkeit einer starken oder
schwachen uterinen Besiedlung nach der Geburt, beobachtet (Sheldon et al., 2002b; Williams
et al., 2007a).

Die Untersuchung der Auswirkungen einer Gebarmutterinfektion auf die Hypothalamus-
Hypophysen-Gonadenachse konzentriert sich primar auf die Rolle des Endotoxins LPS,
welches ein Bestandteil der Zellwande gramnegativer Bakterien ist. Tatsachlich kann LPS aus
dem postpartalen Uteruslumen in den peripheren Kreislauf aufgenommen werden (Herath et
al., 2009; Mateus et al., 2003; Peter et al., 1990). Die uterine Endotoxinlast steigt mit dem Grad
der Endometritis und insbesondere bei schweren Fallen sind die
Plasma-LPS-Konzentrationen erhoht (Mateus et al., 2003). Williams et al. (2007a) konnten
eine Konzentration von 0,05-0,99 ng/ml LPS im Plasma von Kiihen nachweisen. Dabei wurde
jedoch kein Unterschied zwischen Kihen mit einer starken oder schwachen bakteriellen

Besiedlung an Tag 7 p. p. festgestellt.

Der Einfluss einer intrauterinen oder systemischen LPS-Challenge auf die Hypothalamus-
Hypophysen-Gonadenachse sowie die Ovulation wurde in verschiedenen Studien untersucht
(siehe Tab. 7)

Tab. 7 Ergebnisse verschiedener Studien Uber den Einfluss einer intrauterinen oder
systemischen Lipopolysaccharid (LPS)-Challenge auf die Hypothalamus-Hypophysen-

Gonadenachse sowie die Ovulation

Veroffentlichung Versuchsaufbau LPS-Challenge Ergebnisse

Peter et al. Holsteinfarsen Uterusinfusionen  A)
(1989) N=8 10x alle 6 h mit: Bei allen Tiere Ovulation
Synchronisierung = A) pyrogenfreiem  innerhalb von 72—-96 h
des Zyklus mit 2x Wasser Keine abweichenden Plasma-
PGF2q (Kontrolle) Kortisolwerte
B) LPS 5 pg/kg B)
Kdrpergewicht Kein Tier mit Ovulation

Bildung von Follikelzysten
Kein Anstieg der LH-
Konzentration

1 Plasma-Kortisolwerte nach
jeder Infusion

Williams et al. Postpubertare Uterusinfusion B) zu A)

(2008b) Holsteinrinder alle 6 h fir 9 Tage 1 Ausbleiben der Ovulation
N=8 A) sterile PBS- Kein Unterschied hinsichtlich:
Synchronisierung = Lsg. (Kontrolle) LH-Konzentration, LH-Peak,
des Zyklus mit 2x = B) LPS 3 ug/kg Ostradiolkonzentration,
PGF2q Korpergewicht Durchmesser des

dominanten Follikels
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Tab. 7 Ergebnisse verschiedener Studien Uber den Einfluss einer intrauterinen oder
systemischen LPS-Challenge auf die Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse

sowie die Ovulation (1. Fortsetzung)

Veroffentlichung Versuchsaufbau LPS-Challenge Ergebnisse

Suzuki et al. Holsteinrinder Injektion i. v. B) zu A)

(2001) N=12 42 h nach PGF2o- 1 langere Zeit von PGF24-
Synchronisierung Injektion Injektion bis zur Ovulation
des Zyklus mit 1x = A) sterile | LH-Pulsfrequenz
PGF2q NaCl-Lsg. Kein Unterschied hinsichtlich:

B) LPS 5 ug/kg Durchschnittskonzentration
Korpergewicht und Amplitude von LH

1 Plasmaprogesteron-
konzentration

1 Plasmakortisolkonzentration
| Ostradiolkonzentration

Battaglia et al. Suffolk Schafe Injektion i. v. | mittlere GnRH-

(1997) nach LPS 400 ng/kg Konzentration
Ovarektomie Korpergewicht | GNRH-Pulsamplitude
N=12 Kein Einfluss auf GnRH-

Pulsfrequenz

| LH-Pulsfrequenz

1 Plasmaprogesteron-

konzentration

1 Plasmakortisolkonzentration
Diese Ergebnisse fuhrten Peter et al. (1989) und Suzuki et al. (2001) zu der Schlussfolgerung,
dass eine endotoxinbedingte Erhdéhung der Kortisolkonzentration und Verringerung der
praovulatorischen Ostradiolkonzentration die Ovulation verhindert, indem der praovulatorische
LH-Anstieg ausbleibt. Battaglia et al. (1997) stellten die Hypothese auf, dass LPS die
reproduktive neuroendokrine Achse bereits auf Ebene der des Hypothalamus hemmt, was zu

einer unterdrickten pulsatilen GnRH- und folglich gehemmten LH-Sekretion fuhrt.

Das bakterielle Endotoxin LPS nimmt auch direkt im Ovar Einfluss. In den Granulosazellen
fihrt LPS zu einer lokalen Suppression der Ostradiolkonzentration, die durch eine
Downregulation des Transkriptoms des CYP19A1-Enzyms bedingt ist (Herath et al., 2007;
Williams et al., 2008b). LPS reichert sich in der Follikelflissigkeit der dominanten Follikel von
Kihen mit Uterusinfektionen an. Dort nimmt es direkten Einfluss auf die sich im Follikel
entwickelnden Oozyten. In der IVP kann der Einfluss verschiedener LPS-Konzentrationen

prazise untersucht werden (siehe Tab. 8).
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Tab.

8 Ergebnisse verschiedener

Studien

78

Uber den Einfluss unterschiedlicher

Lipopolysaccharid (LPS)-Konzentrationen in der In-vitro-Produktion (IVP)

Veroffentlichung Tierart Schritt LPS- Ergebnisse
der Konzen-
IVP tration
Soto et al. (2003) Rind IVM 0,01 ng/ml  Kein Einfluss auf Teilungsrate
bis | Blastozystenrate bei 0,1 & 1 ug/ml
1 pg/mi
IVC | Teilungsrate bei 0,1 & 1 pg/ml
Kein Einfluss auf Blastozystenrate
Bromfield und Rind IVM 1 pug/mi 1 meiotischer Arrest bei 10 ug/ml
Sheldon (2011) 10 pg/ml | Germinal-Vesicle-Breakdown
(GVBD) bei 10 pyg/ml
Zhao et al. (2017) Rind IVM 1 pug/mi | Rate der Polkérperextrusion bei
10 pug/ml 10 pg/ml
Rincén et al. Rind IVM 0,1 yg/ml | Maturationsrate bei 1 & 5 ug/ml
(2019) 1 pg/mi Kein Einfluss auf Teilungs- &
5 pg/ml Blastozystenrate
IVC Kein Einfluss auf Teilungs- &
Blastozystenrate
Heydari et al. Schaf VM 0,01 yg/ml | Maturationsrate bei 10 ug/ml
(2020) 0,1 ug/ml  Kein Einfluss auf Teilungsrate
1 pug/mi | Blastozystenrate ab 1 pg/mi
10 pg/mi
Granacher et al. Rind IVM 10 pg/mi | Maturationsrate bei 10 pg/ml
(2023) Kein Einfluss auf Teilungs- &
Blastozystenrate
Castro et al. Rind IVM 0,01 yg/ml  Kein Einfluss auf Maturationsrate
(2024) 0,1 pug/ml | (tendenziell) Teilungsrate bis
1 pug/mi Morulastadium bei 1 pg/mi
| Blastozystenrate bei 0,1 & 1 ug/ml
Tariq et al. (2025) Rind VM 1 pg/mi | Blastozystenrate bei 1 pg/ml
Granacher et al. Rind VM 10 pg/mi Kein Einfluss auf Teilungs- &

(2026)

Blastozystenrate
Keine veranderten Gen-Transkripte
(u. a. BAX, BCL2L1, HSPA1A)

Rincén et al. (2019) konnten jedoch eine reduzierte Teilungsrate beobachten, wenn Kihe drei
Tage vor dem OPU mit 0,5 pg/kg LPS intravends behandelt und die gewonnenen Eizellen fur
eine IVP ohne weitere LPS-Last verwendet wurden. Sowohl in ihrem reinen In-vitro- als auch
im OPU-Versuch konnten Rincén et al. (2019) keine Veranderung der Zellzahl pro Embryo und
Ubereinstimmend mit Granacher et al. (2026) keine veranderte Genexpression im Embryo
feststellen. Piersanti et al. (2019) stellten bei Oozyten nach IVM mit LPS eine deutliche
Auswirkung auf die Expression von verschiedenen Transkripten in den Eizellen fest. In den
Oozyten wurden 31 veranderte Transkripte (darunter ACVR1V, BMP15, DNMT3A) und in den
KOK 12 veranderte Transkripte (darunter AREG, FGF4, PIK3IP1) beobachtet. Die Autoren
dieser Studie vermuten, dass die veranderte Transkriptmenge in den Eizellen mit der

reduzierten meiotischen Reifung und Embryonalentwicklung zusammenhangt.
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Nicht nur die Follikulo- und Oogenese wird durch LPS beeinflusst, auch die Gelbkérperbildung
wird gestort. Die Auswirkungen einer Gebarmutterinfektion auf den Gelbkdrper sind jedoch
noch unklar. Tatsachlich werden Infektionen sowohl mit einer vorzeitigen Rickbildung des
Corpus luteum als auch mit einem Versagen der Luteolyse und einer daraus resultierenden
verlangerten Lutealphase in Verbindung gebracht. In der Studie von Mateus et al. (2003)
wurden 14 Milchkiihe mit puerperaler Metritis untersucht. Die Kiihe mit starker Endometritis
wiesen signifikant hohere Konzentrationen von dem Plasmametaboliten des uterin
sezernierten PGF2q (PGFM) auf als Kihe mit milder Endometritis. Auch Nakao et al. (1997)
stellten bei Tieren mit Dystokie oder gestértem Puerperium signifikant hohere
PGFM-Konzentrationen fest, jedoch Uber einen kirzeren Zeitraum, als bei Kihen mit
ungestoértem Puerperium. PGF2q wirkt luteolytisch und kdnnte somit eine Erklarung fur eine
vorzeitige Ruckbildung des Gelbkorpers liefern (McCracken et al, 1972). In den
Untersuchungen von Williams et al. (2007a) wurden bei Kihen mit starker bakterieller
Kontamination im Uterus im Anschluss an die Ovulationen von kleineren dominanten Follikeln
auch kleinere Gelbkoérper beobachtet. Die Plasmaprogesteronkonzentration war jedoch nur
tendenziell geringer bei den Tieren mit starker Uteruskontamination. Die
PGFM-Konzentrationen unterschieden sich zwischen Tieren mit starker oder milder
bakterieller Kontamination in dieser Untersuchung nicht. Ahnliches beobachteten
Herath et al. (2009) in ihren In-vivo-Untersuchungen von postpartalen Kihen. Kihe, die eine
Uterusinfektion mit E. coli aufwiesen, wiesen hohere Plasmakonzentrationen an LPS und dem
luteotropen Prostaglandin E; (PGE-:) auf im Vergleich zu Kihen mit ungestértem Puerperium.
Die Konzentration an PGFM blieb unverandert. Dies bestatigte sich auch in ihren In-vitro-
Versuchen (Herath et al., 2009). Uterusgewebe von gesunden Schlachtfarsen produzierte
nach Inkubation mit LPS signifikant mehr PGE> als PGFM (Ratio: 2,75:1). Auch bei einer
LPS-Inkubation von uterinen Stroma- und Epithelzellen kam es zu einem starkeren Anstieg
der PGE2>-Sekretion im Vergleich zur PGFa.-Sekretion. Die Autoren folgern aus diesen
Ergebnissen, dass eine LPS-Detektion der Endometriumszellen eine Akkumulation von
luteotropen PGE- anstelle von PGF,q stimuliert, welches einen Mechanismus zur Erklarung
einer prolongierten Lutealphase bei Tieren mit Gebarmuttererkrankungen darstellt. Bereits
Herath et al. (2006) konnten in In-vitro-Versuchen nach LPS-Inkubation von
Endometriumszellen eine vermehrte PGE,-Sekretion im Vergleich zur PGFa.-Sekretion
feststellen. Eine Vorinkubation der Stroma- und Epithelzellen mit Ostradiol oder Progesteron
fur 48 Stunden resultierte in einer signifikanten Reduktion der Prostaglandinproduktion
wahrend der LPS-Inkubation, wobei dieser Effekt bei einer Progesteroninkubation am
starksten ausfiel. Dies legt nahe, dass die Steroidhormone eine Rolle in der uterinen Antwort
auf bakterielle Infektionen einnehmen koénnen. Die Downregulierung des uterinen

Immunsystems durch Progesteron, unter anderem bedingt durch eine Runterregulierung der
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Prostaglandinproduktion, wird auch in der Ubersichtsarbeit von Lewis (2003) beschrieben.
Auch eine intraventse Verabreichung von 0,5 pug/kg LPS 10 Tage nach der Ovulation, flhrte
bei zyklischen Holsteinrindern innerhalb von 24 Stunden zu einer signifikanten Reduktion des
Gelbkoérperdurchmessers. Ebenso der luteale Blutfluss war ab 3 Stunden nach der
LPS-Injektion fir 72 Stunden signifikant reduziert. Die Plasmaprogesteron-, PGFM- und
PGE.-Konzentrationen stiegen innerhalb von Minuten bis Stunden signifikant an (Herzog et
al., 2012).

Die erhdhten LPS-Konzentrationen im Uterus (Mateus et al., 2003; Williams et al., 2007a)
haben auch einen direkten lokalen Einfluss. Guo et al. (2019) setzten in ihren
In-vitro-Versuchen Endometriumszellen einer LPS-Konzentration von 2 upg/ml aus. Die
Genanalyse zeigte, dass 2035 Gene nach LPS-Inkubation anders exprimiert werden als in der
Kontrollgruppe. Gene der Immunantwort, der Reaktion auf Stress und auf externe Stimuli, der
katalytischen Aktivitat und des Zellzyklus waren Uberexprimiert. Dagegen waren Gene flr

Zellmembranbestandteile und Zelladhasionswege unterexprimiert.

Viele Studien konzentrieren sich auf den Nachweis pathogener Keime. Bakterien, die in die
Gebarmutter von Rindern eindringen, lassen sich nach ihrer Pathogenitat in drei Gruppen
einteilen (Sheldon et al., 2002b):

1) Anerkannte uterine Pathogene, die mit Endometriumslasionen in Verbindung gebracht

werden (u. a. T. pyogenes, E. coli, Prevotella spp.)

2) Potenziell pathogene Bakterien, im Allgemeinen nicht mit Endometriumslasionen
verbunden, die aber haufig aus dem Uteruslumen von Rindern mit Endometritis isoliert

werden (u. a. Pasteurella multocida, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis)

3) Opportunistische Kontaminanten, die voribergehend aus dem Uteruslumen isoliert
werden und nicht mit einer Endometritis in Verbindung gebracht werden

(u. a. Clostridium perfringens, Micrococcus spp., Streptococcus acidominimus).

Bislang wurde der dritten Gruppe nur eine marginale Aufmerksamkeit zuteil. Zum Beispiel
Laktobazillen, die aus dem Rinderuterus isoliert wurden, nehmen laut den Untersuchungen
von Gartner et al. (2015) keinen negativen Einfluss auf kokultivierte Endometriumszellen und
kénnen somit der dritten Gruppe zugeordnet werden. Laktobazillen zahlen zu den
Milchsaurebakterien (LAB), da sie Laktat als Hauptendprodukt des Kohlenhydratmetabolismus
produzieren und somit den pH-Wert ihrer Umgebung senken (Batt, 2014). Dies kann flr
andere Bakterien zu einem unglnstigen Umgebungsmilieu flhren. Einige Arten der
Milchsaurebakterien produzieren ebenfalls Wasserstoffperoxid (H202). H2O. kann das

Wachstum anderer Bakterien hemmen, die selbst keine oder nur geringfiigig H.O»-abfangende
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Enzyme (z. B. Katalase) bilden (Dahiya & Speck, 1968; Eschenbach et al., 1989; Wheater et
al., 1952). Einige Vertreter der LAB bilden Bakteriozine, wobei es sich um antimikrobiell
wirksame Peptide und Proteine handelt. Diese Bakteriozine destabilisieren und
permeabilisieren die Zellmembranen, insbesondere grampositiver Bakterien, und hemmen so
deren Wachstum (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Bhunia et al., 1991; Jack et al., 1995).

Machado et al. (2012) konnten die Gattung Lactobacillus in 41 % der Nachweise im Uterus
von gesunden Kuihen, in 50 % der Nachweise im Uterus von Kihen mit milder SE und in 20 %
der Nachweise im Uterus von Kuhen mit starker SE feststellen. Bei Kihen ohne Metritis
wurden in 40 % der Félle und bei Kihen mit Metritis in 39 % der Falle Laktobazillen
nachgewiesen. Eine subklinische oder klinische Endometritis hatte keinen signifikanten
Einfluss auf das Vorhandensein der Laktobazillen. Bei der Untersuchung von tragenden oder
nicht tragenden Tieren, waren signifikant haufiger Laktobazillen in tragenden (49 %) als in
nicht tragenden (18 %) Tieren nachweisbar. Gartner et al. (2015) fuhrten erstmalig eine
umfassende Untersuchung der Isolate und molekularen Charakterisierungen von
kommensalen Laktobazillenspezies aus der Rindergebarmutter durch. Zu diesem Zweck
wurden bakteriologische Cytobrush-Proben aus dem Corpus uteri von 11 gesunden
laktierenden Milchkiihen gewonnen. Es konnten neun verschiedene Isolate der
Laktobazillen-Gruppe isoliert werden, die zu den Arten Lactobacillus (L.) buchneri, L. ruminis,
L. amylovorus, L. plantarum und L. similis zugehorig sind. Der Einfluss einer Kultivierung von
endometrialen Epithelzellen mit L. buchneri, L. ruminis und L. amylovorus auf die
Genexpression von Zytokinen und die Prostaglandinproduktion wurde weitergehend in vitro
untersucht. L. ruminis und L. amylovorus induzierten eine signifikante Erhdhung der mRNA-
Spiegel der proinflammatorischen Zytokine IL-1a, IL-6, IL-8, sowie eine Freisetzung von IL-8
und PGF2, aus den Endometriumszellen im Vergleich zur Kontrolle. L. buchneri nahm auf
keine dieser Faktoren signifikanten Einfluss. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Anwesenheit von Laktobazillen die Immunantwort stimulieren kann, ohne zytotoxische

Wirkungen auf das Endometrium zu zeigen (Gartner et al., 2015).

In verschiedenen Studien wurde der Einfluss einer Anwendung von Milchsdurebakterien auf
die Fertilitdt von Rindern untersucht. Deng et al. (2015a, 2015b) untersuchten den Einfluss
einer zwei- oder dreimaligen vaginalen Administration im wochentlichen Abstand von LAB um
den Zeitraum der Geburt. Dabei verwendeten sie 100 Millionen bis 1 Milliarde Koloniebildende
Einheiten (KbE) der Bakterien L. sakei und Pediococcus acidilactici pro Behandlung. Die mit
LAB behandelten Holsteinkiihe wiesen eine schnellere Uterusinvolution, eine geringere
Inzidenz fur Gebarmutterinfektionen, eine geringere Plasma-PGFM-Konzentration und
tendenziell eine geringere Konzentration von dem Akute Phase Protein SAA im Serum auf als

Kihe der Kontroligruppe. Zudem wurde beobachtet, dass Kihe nach dreimaliger
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LAB-Behandlung schneller nach der Geburt wieder in den Zyklus kamen. Bei Kihen mit
zweimaliger LAB-Behandlung wurde eine kirzere Gistzeit beobachtet als bei den
Kontrolltieren. Auch Ametaj et al. (2014) beobachteten nach sechsmaliger vaginaler
Behandlung mit LAB um den Geburtszeitpunkt ein reduziertes Auftreten von vaginalen
Ausfliissen und eine reduzierte Plasmakonzentration von Haptoglobin, welches ein haufig
nachgewiesenes Akute Phase Protein bei uterinen Infektionen ist. Eine einmalige intrauterine
Behandlung mit 15 bis 20 Milliarden KbE des L. buchneri 24 bis 30 Tage p. p. wurde von
Peter et al. (2018) untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass sowohl gesunde Tiere als auch
Tiere mit SE, die jeweils mit LAB behandelt wurden, einen besseren Erstbesamungserfolg und
eine kurzere Gulstzeit zeigten. Die Behandlung mit L. buchneri hatte keinen Einfluss auf den
Gehalt an PMN im Endometrium von SE-Tieren innerhalb von drei Wochen nach der
Behandlung im Vergleich zu Tieren mit Placebo-Behandlung. Zwei Wochen nach der
LAB-Behandlung wurde sogar ein tendenziell hoherer PMN-Gehalt beobachtet als bei den
Kontrolltieren. Jedoch zeigte sich in der Auswertung von proinflammatorischen Zytokinen eine
Reduktion in der endometrialen mRNA-Expression der Zytokine CXCL1, 2 und 3, CXCR-2,
IL-18, IL-8 und PTPRC. Die Autoren vermuten, dass eine durch die Applikation von
Laktobazillen bedingte zeitlich verzégerte Downregulation des uterinen Immunsystems um
den Besamungszeitpunkt fir das Uberleben und die spatere Implantation des Embryos
vorteilhaft war (Peter et al., 2018). In einer In-vitro-Untersuchung von Genis et al. (2016)
wurden Endometriumszellen von Kuhen mit E. coli und verschiedenen LAB (L. rhamnosus,
L. reuteri, L. sakei, P. acidilactici) kokultiviert. Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass L. sakel,
L. reuteri und P. acidilactici in der Lage waren, eine E. coli-Infektion signifikant zu verringern.
Bei L. rhamnosus wurde diese Wirkung lediglich bei der hochsten Dosierung beobachtet.
L. sakeiund L. reuteri hatten dosisabhangig eine eigene proinflammatorische Wirkung auf das
Endometrium. Eine mdgliche Erklarung fur die Reduktion der E. coli-Infektionen kdnnte auf die
wachstumshemmende Wirkung von durch Laktobazillen gebildetem Laktat sowie weiteren
organische Sauren, H-O2 und Bakteriozinen zurlickzuflhren sein (Cantoni et al., 1989; Dahiya
& Speck, 1968; Wheater et al., 1952).

Es liegen bislang nur wenige Studien vor, die den Einfluss von sowohl pathogenen Keimen als
auch von Kommensalen, wie den LAB, im Bereich des Embryotransfers untersuchen. Studien
von Moreno et al. (2016, 2022) in der Humanmedizin analysieren den Einfluss des uterinen
Mikrobioms auf den Ausgang von assistierten Reproduktionsbehandlungen. Frauen, die ein
Laktobazillen dominiertes Mikrobiom (> 90 % Lactobacillus spp.) aufwiesen, zeigten signifikant
bessere Einnistungsraten (60,7 % vs. 23,1 %), Schwangerschaftsraten (70,6 % vs. 23,1 %)
sowie eine bessere Rate an anhaltenden Schwangerschaften (58,8 % vs. 13,3 %) und

Lebendgeburten (58,8 % vs. 6,7 %) als Frauen mit einem nicht Laktobazillen dominierten
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Mikrobiom (< 90 % Lactobacillus spp., Moreno et al., 2016). Ein dysbiotisches
Uterusmikrobiom bestehend aus den Genera Afopobium, Bifidobacterium, Chryseobacterium,
Gardnerella, Haemophilus, Klebsiella, Neisseria, Staphylococcus und Streptococcus ist mit
erfolglosen Behandlungsergebnissen assoziiert. Demgegenitber konnten Bakterien des
Genus Lactobacillus bei Patientinnen mit Lebendgeburten durchgehend nachgewiesen
werden (Moreno et al., 2022). Ahnliches wiesen Moore et al. (2000) nach, die eine signifikant
erhohte Lebendgeburtenrate bei dem Nachweis von Lactobacillus an der

Transferkatheterspitze beobachteten.

Zu der Untersuchung des Uterusmikrobioms bei superovulierten Kiihen liegen bislang nur zwei
Studien vor. In einer kanadischen Studie wurde die Spllflissigkeit aus dem Uterus am Tag
der Embryonengewinnung bei Tieren mit und ohne Superovulation verglichen. In der
Kontrollgruppe (ohne SOP) von 7 Tieren wies ein Tier (14,2 %) einen positiven bakteriellen
Nachweis (Enterococcus sp.) auf, in der Superovulationsgruppe waren es 3 von 28 Kiihen
(10,7 %; Trueperella spp., Pseudomonas spp., Corynebacterium spp.). Es konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der bakteriellen Besiedlung und der Anzahl
transfertauglicher Embryonen beobachtet werden (Rasolomboahanginjatovo et al., 2014).
Lyu et al. (2020) untersuchten 10 Kuhe einer chinesischen, fleischbetonten Hybridrasse
(Charolais (Bos taurus) x Nanyang-Rind (Hybrid aus Bos taurus und indicus)), die mit einem
CIDR-Progesteron-Spangen- und  FSH-Protokoll  stimuliert  wurden. Bei der
Embryonengewinnung wurde jedes Uterushorn mit 250 ml Spulflissigkeit gespult und die
ersten 10 ml beider Hérner wurden gemeinsam bakteriologisch mittels 16S rRNA-Genanalyse
untersucht. Zusatzlich erfolgte eine bakteriologische Untersuchung des Zervixschleims. Die
Embryonenspilungen wurden in drei verschiedene Klassen eingeteilt: A) > 80 % der
Embryonen mit sehr guter Qualitat; B) 40-80 % der Embryonen mit sehr guter Qualitat;
C) <40 % der Embryonen mit sehr guter Qualitat. Die Bakterien wurden auf Stamm-Ebene
untersucht. Das am haufigsten nachgewiesene Phylum waren die Proteobacteria, welche in
allen drei Klassen > 78 % der Nachweise ausmachten. Es wurde jedoch eine Abnahme des
Anteils der Proteobacteria-Bakterien bei abnehmender Embryonenqualitat beobachtet
(A: 95,6 % + 0,9 %; B: 91,3 % + 2,5 %, C: 78,85 % £ 2,45 %). Der Anteil der Nachweise der
Phyla Bacillota; A: 2,35 % £ 0,15 %; B: 4,0 % + 0,1 %, C: 10,95 % % 1,55 %) und Bacteroidota
(A: 0,6 % + 0,2 %; B: 1,25 % + 0,05 %, C: 7,4 % + 0,7 %) stieg hingegen signifikant mit
Abnahme der Embryonenqualitdt. Die Autoren dieser Studie vermuten, dass die
Bakterienstamme  Bacillota und Bacteroidota einen Einfluss auf die frihe
Embryonalentwicklung nehmen. Einen Zusammenhang der reichlich nachgewiesenen
Mikroorganismen im Zervixschleim und den Ergebnissen der Embryonengewinnung konnte

nicht festgestellt werden (Lyu et al., 2020).
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2.8 Hintergrund und Erwartungen der vorliegenden Untersuchungen

Wie das Schrifttum dieser Arbeit verdeutlicht, wurden Uber viele Jahre intensiv die Einflisse
auf den Superovulationserfolg und die Embryonenqualitat auf Ebene des Ovars und des
Ovidukts erforscht. Es besteht jedoch Forschungsbedarf hinsichtlich der Untersuchung von
Einflussfaktoren auf die Embryonenqualitdt und den Superovulationserfolg im Bereich des
Uterus. Insbesondere der Einfluss probiotischer Kommensalen ist bisher nur unzureichend

erforscht.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, ein umfassenderes Verstandnis des
Mikrobioms der Rindergebarmutter mit Fokus auf probiotische Keime insbesondere
Lactobacillus buchneri und dessen Einfluss auf in vivo gewonnene Rinderembryonen bis Tag 7

zu erlangen.

Das Ziel der ersten Studie bestand darin in einer Feldstudie im Rahmen eines kommerziellen
Embryotransferprogrammes, L. buchneri und weitere vorherrschende Bakterien aus dem
Spulmedium der Uterushornspitzen bei der Embryonengewinnung zu isolieren und deren
potenziellen Einfluss auf den Superovulationserfolg und die Embryonenqualitat zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Holsteinkiihe superovuliert und das Splilmedium bei
der Embryonengewinnung an Tag 7 nach der Besamung bakteriell untersucht sowie die

Embryonen nach IETS-Standard klassifiziert.

Die zweite Studie wurde durchgefuhrt, da in einer Vielzahl von Studien das Mikrobiom im
Rinderuterus mittels einer Cytobrush-Probe aus dem Corpus uteri analysiert wurde, wahrend
eine Analyse auf Basis von Spulproben des Corpus uteri bislang nur in wenigen Studien
erfolgte. Eine vergleichende Untersuchung des Mikrobioms innerhalb eines Tieres zwischen
den Uterushérnern und dem Uteruskdrper ist bislang nicht beschrieben. Lietaer et al. (2021)
untersuchten vergleichend das Mikrobiom beider Uterushdrner an jeweils zwei Lokalisationen
(Basis und Spitze). Insbesondere in Hinblick auf die in der ersten Studie gewonnenen
Spulproben aus den Hornspitzen ist dies von Interesse, da weniger haufig Bakterien der
Ordnung Lactobacillales insbesondere der Gattung Lactobacillus nachgewiesen wurden als in
anderen Studien im Uteruskoérper (Gartner et al., 2015; Machado et al., 2012). Das Ziel der
zweiten Studie war daher eine vergleichende Untersuchung des Keimmilieus der Uterushdrner
und des Uteruskorpers. Zu diesem Zweck wurde der Uterus von neun Schlachtkihen an je

drei Lokalisationen post mortem untersucht.



Material und Methoden 85

3 Material und Methoden

3.1 Studie 1 - Potenzieller Einfluss von Laktobazillen auf in vivo gewonnene
Rinderembryonen

3.1.1 Spendertierauswabhl

In der Studie wurden im Untersuchungszeitraum von Mai 2021 bis Juli 2022 30 Kihe der
Rasse Deutsche Holstein von 20 verschiedenen Betrieben untersucht. Die Kuhe waren
Spendertiere im kommerziellen Embryotransferprogramm des Vereins Ostfriesischer
Stammviehzichter (VOST) in Ostfriesland (Niedersachsen, Deutschland) und wurden von den
Zlchtern aufgrund ihrer Genetik oder ihrer Leistung vorselektiert. Es wurden Kiihe zwischen
der 1. bis 10. Laktation (3,9 + 2,6) untersucht, die zwischen 2,5 bis 14 Jahren (6,0 £ 3,4) alt
waren. Zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung hatten die Spendertiere vor 51 bis 634 Tagen
gekalbt (198,5 + 151,2).

3.1.2 Voruntersuchung der Spendertiere

Die erste Untersuchung der Spenderkiihe fand an Tag (D) 7 bis 14 im Brunstzyklus durch drei
verschiedene Tierarzte und/oder einen Fachagrarwirt statt und umfasste eine allgemeine und
gynakologische Untersuchung. Im Vorbericht wurden der letzte Kalbeverlauf, die
vorangegangene Brunst und die vorherige Nutzung als Spendertier dokumentiert.
Milchleistung, Zellzahlen, Harnstoff-, Eiwei3- und Fettgehalt der letzten beiden
Milchleistungsprifungen (MLP) vor der Erstvorstellung wurden ermittelt. Die Daten stammten
aus dem SERVIT-System des Vereinigte Informationssysteme Tierhaltung e.V. (VIT) Verden.
Zusatzlich wurden im Nachhinein die Daten der ersten MLP nach der Spllung herangezogen,
um die weitere Leistungsentwicklung des Tieres zu verfolgen. Die Allgemeinuntersuchung
umfasste die Aufnahme der Vitalparameter wie Korpertemperatur, Herzfrequenz und
Atemfrequenz, sowie eine Einschatzung des Verhaltens, der Haltung, der Kotkonsistenz und
des Pflegezustandes des Tieres. Mittels des BCS wurde die Korperkondition bewertet. Der
BCS nach Edmonson et al. (1989) bewegt sich auf einer Skala von 1 bis 5, wobei 1 fur stark
unterkonditionierte Tiere und 5 fur stark Uberkonditionierte Tiere steht. Die Tiere wurden in
0,5 BCS-Abstufungen klassifiziert. Die Beurteilung des Pflegezustandes erfolgte anhand der
Hygiene Scoring Card von Cook & Reinemann (2007), wobei die Verschmutzung an Euter,
Unterschenkel und Oberschenkel in 4 Stufen eingeteilt wurde. Stufe 1 ist ein Tier mit keiner
bis geringer Verschmutzung in allen 3 Bereichen. Die Bewertung ist aufsteigend bis 4, wobei

das Tier eine hochgradige Verschmutzung am Euter und im gesamten Beinbereich aufweist.
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Im Anschluss erfolgte eine Untersuchung des dul3eren Genitals gemafl Rosenberger (1977).
Die adspektorische Untersuchung der Vulva umfasste eine Beurteilung eines potenziellen
Odems, mangelnden Schluss, Verletzungen und Ausfluss. Die Portio vaginalis wurde
hinsichtlich Form, Offnungsgrad, Farbe und Feuchtigkeitsgrad mit einem Einmalspekulum
(Minitube™, Lange 43 cm, Innendurchmesser 3 cm, sterilisiert) untersucht. Eine transrektale
Palpation und Ultraschalluntersuchung (Easy-Scan®, BCF™ Technology, breitband-linear
Rektalsonde, 7,5 MHz, Modus: Ovary/Early pregnancy) des Reproduktionstraktes folgte. Die
Beurteilung des Uterus erfolgte anhand von GroRe, Symmetrie und Tonus. Die Ovarien
wurden einschlieBlich ihrer Funktionskdrper vermessen und vorhandene Funktionskdrper
bestimmt. Gelbkérper (Corpus Iluteum, CL) definierten sich als rundliche bis ovale
Funktionsgebilde mit einer homogenen grauen Kérnung. Funktionsgebilde mit homogener
schwarzer (hypoechogener) Struktur wurden als Follikel eingestuft. Bilder der Ovarien wurden
aus Dokumentationszwecken auf dem internen Speicher des Ultraschallgerates gespeichert

und spater auf den Computerserver Ubertragen (Abb. 10).

Nur allgemein und gynakologisch gesunde Kihe mit einem CL von mindestens 2 cm
Durchmesser wurden fiir die Superovulation ausgewahlt. Zwolf Kiihe wiesen zusatzlich zum
CL einen Follikel auf einem der beiden Ovarien auf. Eine Punktion des dominanten Follikels
mit einem Mindestdurchmesser von 1 cm erfolgte in zwei der Falle. Zur Durchfihrung der
Punktion wurde eine Punktionskaniile nach Nohner (RMP Medizinische Produkte) mit einer
Einmalkanile (WDT, Easy-Lance Einmalkanule, 18 G x 1 1/2") verwendet. Fir eine rektale
Entspannung wahrend des Eingriffs erfolgte eine kleine sakrale Epiduralandsthesie mit 3 ml
Procainhydrochlorid (Procamidor®;, WDT, 20 mg/ml) zwischen Os sacrum und
Vertebra coccygialis (Co) 1 oder zwischen Co 1 und Co 2. Anschlie3end folgte eine Reinigung
des auReren Genitals mit Papiertiichern sowie eine Desinfektion mit Desderman® (Schuelke,
Handedesinfektion). Ein Sanitary sheath (A.l./E.T. Sanitary sheaths, L = 533 mm/ 21%, imv
technologies) schitzte die Punktionskanule, die unter Rektalkontrolle in die Vagina eingefuhrt
wurde. Durch rektale Manipulation liel sich das Ovar mit dem dominanten Follikel dorsal des
Scheidendaches positionieren und anschlieBend durch das Scheidendach hindurch

punktieren.

Von 30 vorgestellten Kihen erflllten 24 die Parameter zur Einleitung einer Superovulation und
zeigten keine Anzeichen einer klinischen oder gynakologischen Erkrankung. Die Grunde fur
den Ausschluss aus der Studie waren Eierstockzysten (1x Follikel-Theka-Zyste,
1x Follikel-Lutein-Zyste), klinische Endometritiden (2x), Brunsterscheinungen (2x) und
fehlendes CL (1x). Eine Kuh wurde nach der Behandlung der Zyste 1,5 Monate spater erneut
vorgestellt und flr tauglich fir die Superovulation befunden und in die Studie aufgenommen.

Im Nachhinein mussten zwei Kiihe aus der Studie ausgeschlossen werden. Eine der beiden
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Kihe zeigte im Anschluss an die Superovulationsbehandlung keine Brunst und wurde daher

nicht besamt und gespult. Bei der zweiten Kuh entschied der Landwirt, aus personlichen

Grinden die Kuh aus dem Programm zurlickzuziehen und nicht weiter zu behandeln.

Abb. 10 Rechtes Ovar einer Kuh an Tag 11 mit einem Corpus luteum (mit kleiner Kavitat),

Gesamtdurchmesser 3 cm

3.1.3 Superovulation und instrumentelle Besamung

Die Superovulation wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt (beispielhaft an Tag 11 des

Zyklus begonnen):

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag
Tag
Tag

0
11

12

13

14

15

16

17
22
23

morgens
abends
morgens
abends
morgens
abends
morgens
abends

morgens
abends
morgens
abends
morgens
abends

100 IE / 100IE
100 IE / 100IE

60 IE / 60IE
60 IE / 60IE
50 IE / 50IE
50 IE / 50IE
40 IE / 40IE
40 IE / 40IE

25 mg

Brunst
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Brunstbeobachtung

1. Besamung

2. Besamung & 20 ug GnRH (Buserelin)
PGF2q (Dinoprost)

Embryonengewinnung
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Das Superovulationsprogramm wurde zwischen Tag 9 und 14 nach vorangegangener Brunst
begonnen. Die Superovulation erfolgte mit dem Praparat Pluset® (Calier, 500 IE/500 I|E
pFSH/pLH). Nach Gabe des PGFz-Analogon Cloprostenol (2 ml, Estrumate®, MSD, 250
pg/ml) und PGF2, Dinoprost (5 ml, Dinolytic®; Zoetis, 5 mg/ml) kommt es innerhalb von
48 Stunden zur Luteolyse und folglich zu einer neuen Brunst. Die Brunstbeobachtung erfolgte
entweder durch Brunstiberwachungssysteme oder durch Sichtkontrolle des Besitzers. Es
wurden sowohl 11 Kilhe mit konventionellem Sperma und 11 Kihe mit X-sortiertem Sperma
besamt. Zwolf Stunden nach Einsetzen der Brunst erfolgte die erste Besamung mit
hochwertigem konventionellen Tiefgefriersperma (je 20 Millionen Spermien) und nach
weiteren 12 Stunden ein zweites Mal. Die Spermaportion wurde dabei im Corpus uteri platziert.
Die erste Besamung mit X-sortiertem Sperma erfolgte 16 bis 20 Stunden nach Brunstbeginn,
gefolgt von der zweiten Besamung 6 bis 8 Stunden spéater. Fir die beiden Besamungen mit
X-sortiertem Sperma wurde eine Spermadosis mit je acht Millionen Spermien verwendet.
Diese Acht-Millionen-Spermien-Portionen wurden von Sexing Technologies (ST Germany
GmbH, Cloppenburg, Germany) flr bestimmte Bullen hergestellt. Wenn diese nicht verfligbar
waren, erfolgte eine Besamung mit je drei Pailletten mit 2,1 Millionen Spermien. Jeweils die
zweite Besamung wurde von einer Injektion mit Gonadotropin-Releasing-Hormon
(GnRH)-Analogon Buserelin (Receptal®, MSD, 5 ml, 0,004 mg/ml) zur Ovulationsinduktion

begleitet. Aufgrund einer langeren Brunstdauer wurden drei Kihe ein drittes Mal besamt.

Es erfolgte eine erneute Injektion von Dinoprost 12 bis 16 Stunden vor der
Embryonengewinnung, da das Medikament Dinolytic® eine motilitatssteigernde Wirkung auf
den Uterus zeigt. Alle Behandlungen wurden von den Tierbesitzern durchgefihrt. Die
Besamung erfolgte entweder durch einen geschulten Besamungstechniker vom VOST oder

durch den Besitzer als Eigenbestandsbesamer selbst.

3.1.4 Embryonengewinnung und Probenentnahme

Sechseinhalb bis sieben Tage nach der ersten KB erfolgte bei 22 Versuchskihen die
Gewinnung der Embryonen mit der nicht-chirurgischen, transzervikalen Spilmethode (Hahn,
1978). Die Tiere wurden im Fressgitter oder in der Liegebox fixiert und es folgte eine kurze
klinische Untersuchung. Eine transrektale Ultraschalluntersuchung diente der Zahlung der
Corpora lutea und Follikel sowie dem Vermessen der Ovarien. Bilder der Ovarien wurden im
Ultraschallgerat und spater auf dem Computer fur Dokumentationszwecke gespeichert (siehe
Abb. 11).
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Abb. 11 Linkes Ovar einer Kuh am Tag der Embryonengewinnung, zu sehen:
2 Corpora lutea und 2 Follikel, Ovargesamtdurchmesser: 6 cm (Corpora lutea

insgesamt: 4, Follikel: 3; nicht alle im Anschnitt zu sehen)

Eine Epiduralanasthesie sowie Reinigung und Desinfektion des aufleren Genitals erfolgte
entsprechend der Beschreibung in Kapitel 3.1.2. Ein flexibler Zweiwegeballonkatheter
(Minitube™, Silikon-ET-Katheter CH 20, Luer-Lock, 2-Wege, Ballon 5-30 ml) wurde innen und
aulen mit antibiotikafreiem Spullmedium (EmXcell embryo flushing medium®, imv
technologies™) vorgespult und die Dichtheit des Ballons Uberprift. Unter rektaler Fihrung lie
sich der Katheter mithilfe eines Stiletts aus rostfreiem Stahl in das rechte Gebarmutterhorn
einflhren. Nach Erreichen der grof3en Kurvatur wurde der Mandrin gel6ést und ca. 10 cm
zurlckgezogen. Der nun im vorderen Bereich flexible Katheter liel3 sich anschliel’end weiter
bis in die Hornspitze vorschieben. Im Anschluss wurde der Ballon mit ca. 20 ml Luft
aufgeblasen, bis die Hornspitze nach kaudal abgedichtet war. Eine schematische Darstellung
eines transzervikal positionierten Ballonkatheters ist in Abb. 12 dargestellt. Danach wurde die
Hornspitze mit insgesamt 600 ml warmen Spulmedium fraktioniert gespult. Die ersten beiden
Spulvorgange erfolgten mit jeweils 35 ml Spulmedium mit Einwegspritzen (BD-Plastipak™,
Luer-Lok, 60 ml). Im Anschluss wurde in 40 ml-Schritten, und wenn die Rickgewinnung
nahezu vollstdndig und das Horn vorgedehnt war, in 50 miI-Schritten weitergesplilt.
AnschlieRend erfolgt eine Uberfiihrung der fraktioniert zurlickgewonnenen Spiilfliissigkeit in
einen embryodichten Mikromembranfilter (MiniFlush®, minitube™, PorengroRe 60 um). Die
ersten filtrierten 50—60 ml Spiilflissigkeit wurden in einem sterilen Glasgefal (Duran®, 100 ml,
mit Schraubverschluss und Ausgieldring, PP, blau) aufgefangen, um sie spater bakteriologisch
untersuchen zu kénnen. Der Rest wurde in einer leeren durchsichtigen Mediumflasche
aufgefangen. Das gleiche Verfahren erfolgte am linken Uterushorn mit einem neuen Katheter,

Spdulfilter und einer neuen Auffangflasche.
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Scheide
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Abb. 12 Schematische Darstellung der Embryonengewinnung mit Hilfe eines transzervikal

positioniertem Ballonkatheter (Schellander, 2005)

Die Menge der wiedergewonnenen und gefilterten Flissigkeit wurde gemessen und vor einem
weillen Hintergrund bei eingeschaltetem Deckenlicht im mobilen Embryotransfer (ET)-Labor
nach einem modifizierten Bewertungsschema von Wolgast (2009) visuell hinsichtlich Tribung
und Blutbeimengung klassifiziert (siehe Tab. 9 und Abb. 13). Aufgrund zu starker
Blutbeimengung oder zu schlechter Rickgewinnung (< 50 %) der Spulflissigkeit mussten die
Spulungen von insgesamt drei Gebarmutterhérnern bei zwei Spendertieren abgebrochen

werden, um die Gesundheit der Donoren nicht zu gefahrden.

Tab. 9: Bewertungsschema fir die Tribung und die Blutbeimengung der Spulflissigkeit;
modifiziert nach Wolgast (2009)

Grad Triibung Blutbeimengung
0 Keine Trubung, wasserklar Originalfarbe des EmXcell® Medium
(leicht rosa)

1 Geringgradige (ggr.) Tribung, Geringgradige Blutbeimengung
Flussigkeit noch durchsichtig (intensiveres Rosa)

2 Leichte Trabung, Flussigkeit kaum = Leichte Blutbeimengung
noch durchsichtig (leichte Rotfarbung)

3 Mittelgradige (mgr.) Trubung, Mittelgradige Blutbeimengung

Flussigkeit zunehmend
undurchsichtig

4 Starke Trubung, Flussigkeit Starke Blutbeimengung
undurchsichtig

5 Hochgradige (hgr.) Tribung Hochgradige Blutbeimengung (tiefrot)



Material und Methoden 91

Abb. 13 Beispielbild der zurlickgewonnenen Spulflissigkeit: Links Tribung 3,
Blutbeimengung 1; Rechts Trubung 1, Blutbeimengung 0

3.1.5 Handhabung von Embryonen und Proben

Im mobilen Embryotransferlabor wurde die Spulflissigkeit im Duran-Glasgefald durch leichtes
Schwenken resuspendiert. Anschlief3end erfolgte die Entnahme einer 10 ml-Probe mit einer
Spritze (Henke Sass Wolf-Henke-Ject®, 10 ml (12 ml), Luer) in ein Falcon™-Roéhrchen
(konisches Zentrifugenréhrchen, 15 ml, Fisher scientific GmbH). Das Rd&hrchen wurde
verschlossen und mit einem Stiick Parafilm (Parafilm®, 10 cm x 15 cm) um den Deckel
versiegelt. Die Lagerung der Proben erfolgte wahrend der Analyse der Embryonen bei einer

Temperatur von ca. 9 °C im Kuhlschrank des Labors.

Die Embryonensuche erfolgte horngetrennt. Beide Mikromembranfilter wurden vorsichtig
geodffnet und die Membranen jeweils mit 60 ml Spulmedium abgespult. Das Medium wurde in
einer groBen Gewebekulturschale (Sarstedt®, 35 x 10 mm, mit Entliftungsnocken)
aufgefangen. Nach mindestens funfminlitiger Sedimentationszeit erfolgte eine
meanderférmige Suche der Spllflissigkeit nach Embryonen. Zu diesem Zweck wurde ein
Stereomikroskop (Olympus® SZ61) mit einer 10- bis 15-fachen VergroRerung verwendet. Die
Uberflihrung der gefundenen Embryonen und unbefruchteten Eizellen erfolgte unter
mikroskopischer Kontrolle mit einer 1 miI-Spritze mit Pipettenspitze (Henke Sass Wolf - Henke
Ject®, 1 ml, Luer & Sarstedt® Pipette tip, 200 pl) in eine kleine Gewebekulturschale (Sarstedt®,
92 x 16 mm, ohne Entliftungsnocken) mit Haltemedium (ICPni,-EMCARE™ Embryo Holding
Solution, ECHM-500 oder ECHM-100). Durch mehrmaliges Wiederholen des Suchvorgangs
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wurde sichergestellt, dass sich keine Embryonen mehr im Filterspilmedium befanden.
AnschlieRend erfolgte die Entnahme von 10 ml des linken und des rechten Filtermediums
(Filterproben) mit einer sterilen Spritze (Henke Sass Wolf-Henke-Ject® 10(12) ml). Die

Filterproben wurde wie die Spulproben behandelt.

3.1.6 Embryonenbeurteilung

Die Embryonen wurden gemal den Standards der International Embryo Technology
Society (IETS) mit einem Stereomikroskop (Olympus® SZ61) mit einer 67,5-fachen
Vergrolierung beurteilt. Die Klassifizierung erfolgte nach Entwicklungsstadium und Qualitadt am
Gewinnungstag. Die Beurteilung erfolgte jedes Mal durch denselben Fachtierarzt. Das
Entwicklungsstadium konnte in unbefruchtete Eizelle (1), 2—16-Zeller (2), frihe Morula (3),
kompakte Morula (4), frihe Blastozyste (5), Blastozyste (6), expandierte Blastozyste (7),
geschlipfte (8) und expandiert geschlipfte Blastozyste (9) eingestuft werden. Die Qualitat

wurde in vier Kategorien eingeteilt (Robertson & Nelson, 2009):
(1) Sehr gute bis gute Qualitat

a. Der Embryo entspricht dem erwarteten Entwicklungsstadium, weist eine intakte
und glatte Zona pellucida auf und weniger als 15 % der Gesamtzellmasse sind

extrudiert.
b. Der Embryo ist sowohl lebensfahig als auch tiefgefriertauglich.
(2) MittelmaRige Qualitat

a. Der Embryo weist moderate Unregelmafigkeiten in Grélke, Form, Farbe und
Dichte und eine intakte Zona pellucida auf. Es sind mehr als 15 %, aber weniger

als 50 % der Gesamtzellmasse extrudiert.
b. Der Embryo ist lebensfahig und bedingt tiefgefriertauglich.
(3) Schlechte Qualitat

a. Der Embryo weist grofere Unregelmaligkeiten und eine intakte Zona pellucida
auf. Es sind mehr als 50 %, aber weniger als 75 % der Gesamtzellmasse

extrudiert.

b. Der Embryo ist lebensfahig, aber nicht tiefgefriertauglich.
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(4) Tot oder degeneriert

a. Der Embryo weist einen zu lockeren Zellverband auf. Haufig sind die

Embryonen dunkler oder haben eine beschadigte Zona pellucida.

b. Der Embryo ist nicht lebensfahig und kommt daher nicht fir den Transfer in

Frage.

Embryonen erster und zweiter Qualitdt wurden als tiefgefriertauglich klassifiziert. Zu
Dokumentationszwecken wurden Bilder der enthommenen Embryonen/Eizellen mit der
Bildanalysesoftware OLYMPUS Stream (Softwareversion 1-9,1) aufgenommen und
gespeichert (Bsp. siehe Abb. 14).

Abb. 14 Embryonen verschiedener Kiihe der Studie (Stadium-Qualitat): A: 4-1; B: 4-2; C: 5-1

D: 6-1; E: zwei unbefruchtete Eizelle; F: Degeneriert

3.1.7 Weitere Behandlung von Embryonen

Die weitere Behandlung der Embryonen war von der Entscheidung abhangig, ob eine direkte,
frische Ubertragung auf ein Tragertier erfolgte oder ob eine Kryokonservierung vorgenommen

wurde. Eine Erlauterung der weiteren Behandlungsschritte ist nicht Gegenstand dieser Arbeit.

3.1.8 Kultivierung, Isolierung und Charakterisierung von Bakterien

Die Proben wurden tber Nacht bei 6-8 °C im Kihlschrank der Besamungs- und ET-Station in
Georgsheil des VOST (Am Bahndamm 4, 26624 Sudbrookmerland) gelagert und innerhalb
der nachsten 36 Stunden gekihlt per Kurier an das Labor der FU Berlin (Institut fir
Veterinarbiochemie, Freie Universitat Berlin, Oertzenweg 19b, 14163, Berlin, Deutschland)

geschickt.

Die Bearbeitung der Proben erfolgte durch Herrn Dr. Gabler der FU Berlin modifiziert nach der
Methode von Gartner et al. (2015). Jede Probe wurde achtmal kultiviert, viermal aerob und
viermal mikroaerophil (< 10 % O2), wie in Abb. 15 dargestellt. Die Kultivierung erfolgte bei

37 °C Uber einen Zeitraum von bis zu 72 Stunden. Dabei wurden die Probe sowohl direkt auf
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Rogosa-SL-Agar (SL: Selektives Medium fir die Kultivierung von Laktobazillen) und
MRS-Agar (Man-Rogosa-Sharpe) ausgestrichen, als auch in Rogosa-SL- und MRS-Bouillon
vorkultiviert. Die Bakterien einzelner Kolonien wurden entnommen und in dem entsprechenden
Flissigmedium weiter kultiviert und dann erneut auf dem Nahrboden ausgestrichen. Der
Ausstrich vorkultivierter Proben erfolgte im Anschluss direkt auf den passenden Agarplatten.
Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, um eine Reinheit des Bakterienstamms zu
erreichen. Anschlielend wurden die Bakterien auf einem Blutagar (Merck, Darmstadt)

ausgestrichen. Die Lagerung aller Isolate erfolgte bei -80 °C in 15 % Glycerin.

1) Spiilprobe LINKS 2) Spiilprobe RECHTS 3) Filterprobe LINKS 4) Filterprobe RECHTS
-10 ml -10 ml -10 mi -10 ml
je
Aerob:
MRS - Agar
MRS - Medium - Vorkultivierung
SL - Agar

SL- Medium - Vorkultivierung

Mikroaerophil:
MRS - Agar
MRS - Medium - Vorkultivierung
SL - Agar
SL- Medium - Vorkultivierung

Abb. 15 Laboruntersuchungsvorgang flr die Proben jeder Kuh an der FU Berlin — Institut fir

Veterinarbiochemie

Die Bakterien wurden auf Grof3e, Form, Konsistenz und Farbe der Kolonien sowie auf die
Katalase-Reaktion untersucht. Anschliel3end erfolgte die Extraktion der DNA aus den isolierten
Kolonien und deren Nutzung zur weiteren Kilassifizierung durch Sequenzierung. Zur
Bestimmung des Bakterienstamms kamen phylogenetische 16S rRNA-Primer von
Eurofins MWG (Ebersberg, Deutschland) zum Einsatz, wie in Gartner et al. (2015)
beschrieben. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Amplifikation erfolgte in einem
Thermocycler. Die Forward- und im Falle von Lactobacillus buchneri ebenfalls Reverse-
Sequenzen der PCR-Produkte wurden anschlieBend bestimmt (GATC Biotech, Konstanz,
Deutschland) und die resultierenden Sequenzen mit der NCBI (National Center for
Biotechnology Information)-Datenbank verglichen, um die spezifischen Sequenzinformationen

des Bakterienstamms zu erhalten.

Das Institut flir Lebensmittelqualitat der LUFA Nord-West (Landwirtschaftliche Untersuchungs-
und Forschungsanstalt Nord-West, Ammerlander Heerstrale 115, 26129 Oldenburg,

Deutschland) erhielt zusatzlich eine 10 ml-Spulprobe jedes Horns der letzten neun
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Versuchskihe zur Untersuchung des allgemeinen Keimgehalts, einschlieRlich Trueperella
pyogenes, coliformer Bakterien, Hefen, Schimmelpilze, unspezifischer Bakterien und
Chlamydien. Jede Probe wurde auf flnf verschiedenen Agars ausplattiert: Columbia-Agar
(37 °C, 24 h) und Columbia-Agar (7,5 % CO.-begast, 37 °C, 24 h) zum Nachweis von
mikroaerophilen Bakterien; Gassner-Agar (37 °C, 24 h) zum Nachweis von gramnegativen
Bakterien; Sabouraud-Agar (28 °C, 5 Tage) und YGC-Agar (28 °C, 5 Tage) zum Nachweis von
Hefen und Schimmelpilzen. Der Bakteriengehalt wurde semiquantitativ in den Kategorien
,nicht nachgewiesen® (-) bis hochgradig (+++) vom Labor angegeben. Zur weiteren
bakteriellen Differenzierung wurden Kolonien anhand ihrer Morphologie von den Agarplatten
abgenommen und subkultiviert. Eine genaue Klassifizierung erfolgte anschlieRend mittels
Bruker MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation

mit Flugzeitanalyse). Die Chlamydien-PCR wurde direkt aus den Spulproben durchgefuhrt.

3.1.9 Kategorisierung der nachgewiesenen Bakterien und des kultivierbaren uterinen
Mikrobioms

Die mittels PCR oder MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestimmte Bakteriengattung
und/oder -art wurde anhand einer Literaturrecherche als ,potenziell probiotisch", ,potenziell
pathogen" oder als Kommensale eingestuft. Dabei erfolgte flr jede Bakteriengattung und -art
eine individuelle Recherche, wobei verschiedene wissenschaftliche Studien und
mikrobiologische Grundlagen einbezogen wurden. Als ,potenziell probiotisch® wurden jene
Bakterien klassifiziert, flr die in der Literatur Hinweise auf gesundheitsférdernde Effekte
beschrieben waren. Hierzu zahlten insbesondere Vertreter der Milchsaurebakterien, d. h. der
Bakterienordnung Lactobacillales. Als ,potenziell pathogen® wurden Bakterien eingeordnet, fur
die in wissenschaftlichen Arbeiten Hinweise auf krankheitsverursachende Eigenschaften
festgestellt wurden, insbesondere Schadigungen von Geweben der Reproduktionsorgane. Als
Kommensale wurden jene Bakterien klassifiziert, fur die in der ausgewerteten Literatur weder
Hinweise auf gesundheitsfordernde noch auf pathogene Effekte beschrieben waren. Aufgrund
der heterogenen Datenlage erfolgte die Klassifikation bewusst als ,potenziell*, um zu
verdeutlichen, dass die zugrunde liegende Evidenz kontextabhangig und nicht eindeutig war.
Die Auflistung von uber 80 Literaturstellen zur Kilassifizierung der nachgewiesenen
Bakterienarten findet sich Tab. 10.
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Tab. 10 Bakterienarten alphabetisch sortiert in 3 Kategorien: ,potenziell pathogen®, ,potenziell probiotisch®, reine Kommensalen

,Potenziell pathogen“

Bakterienart

Bacillus cereus

Chlamydia spp.

Corynebacterium spp.

Escherichia coli

Klebsiella aerogenes

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas sp.

Raoultella
ornithinolytica

Staphylococcus capitis

Staphylococcus
chromogenes

Literaturnachweis

(Drobniewski, 1993; Sun et
al., 2011)

(Land & Evers, 2002;
Rowland et al., 1985)

(Ballas et al., 2020; Hartigan
et al.,, 1974)

(Williams et al., 2008b,
2008a)

(Adekunle et al., 2024;
Marchiani et al., 2021;
Mekibib et al., 2024)
(Arulmozhil et al., 2014;
Mekibib et al., 2024; Sheikh
et al., 2005)

(Azawi, 2008; Ferris et al.,
2017; Gani et al., 2008)

(Al-Kraety et al., 2022; Hajjar
et al., 2020; Pi et al., 2020)

(Rebordao et al., 2014)

(Zhao et al., 2014)

Kommensalen

»Potenziell probiotisch*

Bakterienart

Bacillus licheniformis

Enterococcus hirae

Heyndrickxia coagulans

Lactobacillus acidipiscis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus
parabuchneri

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus sakei

Leuconostoc
mesenteroides

Literaturnachweis

(Agerholm et al., 1995;
Alexopoulos et al., 2004;
Shobharani et al., 2015;

Wieler et al., 2015)

(Espeche et al., 2012;

Maldonado et al., 2018;
Zhang et al., 2022)

(Liang et al., 2024)

(Batt, 2014)

(Batt, 2014; Ronka et al.,
2003; Teixeira, 2014)

(Gartner et al., 2015; Peter et
al., 2018)

(Batt, 2014; Coton et al.,
2008; Fang et al., 2023)

(Bhandari et al., 2016;
Ramos et al., 2013)

(Genis et al., 2016; Li et al.,
2022)

(Daba et al., 1991; De Paula
et al., 2015; Khudaier, 2011;
Lonvaud-Funel, 2014)

Reine Kommensalen

Bakterienart

Staphylococcus
pasteuri

Streptococcus mitis

Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
simulans

Literaturnachweis

(Savini et al., 2009;
Srinivasan et al., 2022a,
2022b)

(Mitchell, 2011; Wyder et al.,
2011)

(Wang et al., 2018a)

(Sayari et al., 2001; Shields
etal., 2016)
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Tab. 10 Bakterienarten alphabetisch sortiert in 3 Kategorien: ,potenziell pathogen®, ,potenziell probiotisch, reine Kommensalen (1. Fortsetzung)

,Potenziell pathogen“ Kommensalen
,»Potenziell probiotisch* Reine Kommensalen

Bakterienart Literaturnachweis Bakterienart Literaturnachweis Bakterienart Literaturnachweis

. . (larovoi et al., 2023;

Staphylococcus 20(1’:‘;22';;:;’:1' itJaTmsgbg- Leuconostoc Lonvaud-Funel, 2014; Sawa
haemolyticus Zhao et al 201’4) " pseudomesenteroides etal., 2010; Wang et al.,
K 2018b)
L. Pediococcus (Borges et al., 2013;
Staphylocccus sciuri Nemeghaire et al., 2014 o ’
phyi ( 9 ) pentosaceus Raccach, 2014)

Streptococcus
anginosus

Streptococcus equinus

Streptococcus
salivarius

(Gobbetti & Calasso, 2014;
Ruoff, 1988; Tao et al., 2019)

(Gobbetti & Calasso, 2014;
Jans et al.,, 2015)

(Bednarska-Czerwinska et
al., 2022; Ruoff et al., 1989)

Weissella jogaejeotgali

Weissella
paramesenteroides

Weizmannia coagulans

(Ahmed et al., 2022;
Lonvaud-Funel, 2014)

(Ahmed et al., 2022;
Lonvaud-Funel, 2014; Yadav
et al., 2022)

(Cao et al., 2020; Fijan et al.,
2023; lto et al., 2022;
Jurenka, 2012; Ostad et al.,
2024; Wang et al., 2022;
Zhang et al., 2024)
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Whurde bei einem Uterushorn eine Besiedlung mit potenziell pathogenen Keimen und eventuell
Kommensalen festgestellt, erfolgte die Einstufung des Uterushorns als ,potenziell pathogen*
(PATH). War hingegen eine reine Besiedlung mit potenziell probiotischen Keimen und
eventuell Kommensalen nachweisbar, so wurde das Horn als ,potenziell probiotisch® (PROB)
eingestuft. Lag eine Besiedlung mit sowohl potenziell pathogenen und probiotischen Keimen
sowie eventuell Kommensalen in einem Horn vor, erfolgte die Einstufung als ,gemischt
besiedelt* (MIX). War ein Uterushorn lediglich mit als Kommensalen klassifizierten Bakterien

besiedelt, wurde es als Kommensalen-Horn (KOM) eingestuft:

PATH Potenziell pathogene Bakterien (+ evtl. Kommensalen)

PROB Potenziell probiotische Bakterien (+ evtl. Kommensalen)

MIX Potenziell pathogene und probiotische Bakterien (+ evtl. Kommensalen)
KOM Rein Kommensalen

Eine ahnliche Einteilung erfolgte flir den gesamten Uterus. Wies der Uterus der Tiere im linken
und im rechten Uterushorn eine reine Besiedlung mit potenziell pathogenen Keimen und
eventuell Kommensalen auf, wurde der Uterus als potenziell pathogen (PATH) eingestuft. War
der Uterus der Tiere im linken und im rechten Uterushorn mit potenziell probiotischen Keimen
und eventuell Kommensalen besiedelt, wurde der Uterus als potenziell probiotisch (PROB)
eingestuft. Wies der Uterus der Tiere im linken und rechten Horn eine unterschiedliche
Besiedlung (PATH und PROB) oder in mindestens einem Horn eine gemischte Besiedlung

auf, wurde der Uterus als gemischt (MIX) eingestuft:

PATH a) Beide Uterushérner PATH
b) Ein Uterushorn PATH und das andere KOM
PROB a) Beide Uterushérner PROB
b) Ein Uterushorn PROB und das andere KOM
MIX a) Linkes und rechtes Uterushorn unterschiedlich (PROB und PATH)
)

b) Ein oder beide Uterushorner MIX

3.1.10 Kategorisierung weiterer erhobener Parameter

Zusatzlich wurden die uber die Befundbdgen erhobenen und aus dem VIT Verden
stammenden Daten der Versuchstiere analysiert. Es erfolgte eine Kategorisierung der

Parameter Laktationsstadium, Paritat, Eutergesundheit sowie Ruckgewinnung, Trubung und
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Blutbeimengung der zurtickgewonnenen Splulflissigkeit wahrend der Embryonengewinnung

wie in Tab. 11 ersichtlich.

Tab. 11 Einteilung untersuchter Parameter in Kategorien mit Definitionskriterien

Parameter Kategorie Definition
Laktationsstadium 1 <90 DIM *

2 91 - 180 DIM
3 181 — 365 DIM
4

> 365 DIM & Trockenstehphase

(Martin et al., 2014)
Paritat (Laktationsgruppe) 1 Primipara
2 Multipara: 2. und 3. Laktation
3 Multipara: = 4. Laktation
Eutergesundheit 1 Eutergesund (< 100.000 Zellen/ml)
2

Subklinische (> 100.000-200.000 Zellen/ml)
oder chronischen Mastitis (2-mal > 200.000
Zellen/ml)

(Hoedemaker et al., 2014)

Vollstandig

Reduziert **

Grad 1 (ggr.)

Grad 2 (leicht) und 3 (hgr.)
Grad 0 (keine) und 1 (ggr.)
Grad 2 (leichte) bis 4 (schwer)

Riickgewinnung der
Spulflissigkeit

Triibung der Spilflissigkeit

Blutbeimengung der
Spulflissigkeit

N =N =2 N -

* DIM = Days in milk (Tage in Laktation)

** Die Uterushornspilungen wurden jeweils mit einem Volumen von 600 ml Spilmedium
durchgeflhrt. Bei drei Uterushérnern musste die Spulung mit einer reduzierten Menge von 180
bis 270 ml durchgefihrt werden. Aufgrund einer starken Blutbeimengung oder einer
unzureichenden Rlckgewinnung der eingebrachten Spiulflissigkeit (< 50 %) wurden die
Spllungen abgebrochen, um die Gesundheit der Spender zu gewahrleisten. Diese Spllungen

wurden ebenfalls der Kategorie 2 zugeordnet.

3.1.11 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte durch Herrn Schaubmar und PD Dr. Buttner der AG
Biomathematik und Datenverarbeitung der Justus-Liebig-Universitat GielRen (Frankfurter Str.
95, 35392 GieRen) mit dem Statistikprogramm SAS®, Statystical Analysis System,
Version 9.4.2., USA 2013. Fur die Datenbeschreibung und Datenprifung wurden
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arithmetische Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (engl. Standard Deviation, SD)
sowohl von den Anzahlen als auch von den Prozentsatzen ermittelt. Die Prifung der Daten
auf Normalverteilung erfolgte mittels Shapiro-Wilk-Test, Kolmogorov-Smirnov-Test sowie
Cramér-von-Mises-Test. Die Signifikanz der festen Effekte (bis zu vier festen Effekten) wurden
in einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mittels Typ Il F-Tests innerhalb einer ANOVA
getestet. Als statistisch signifikant galten Unterschiede von p < 0,05 (*) und Unterschiede von
bis zu p < 0,1 als Tendenz. Bei der statistischen Uberpriifung sowohl der Einfliisse der
verwendeten Spermaportionen als auch der Rickgewinnung, der Tribung sowie der
Blutbeimengung der Spiilflissigkeit auf die Erfolgsparameter der Embryonengewinnung lag
keine Normalverteilung der Werte vor. Nicht normalverteilte Daten wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test als nicht parametrischer Test Uberprift. Bei der Auswertung von zwei
kategorialen Daten wie im Falle der statistischen Auswertung der mikrobiellen Besiedlung und
dessen Einfluss auf die Rlckgewinnung, die Tribung und die Blutbeimengung der

Spulflussigkeit fand der Pearson Chi-Quadrat-Test Anwendung.

Die Werte dieser Arbeit werden auf eine Nachkommastelle gemaR dem Ublichen Regeln
gerundet. Dadurch kann es in Einzelfdllen zu geringfugigen Abweichungen bei der
Summenbildung kommen, sodass z. B. addierte Prozentsatze nicht exakt 100,0 % ergeben.
Beispielweise summieren sich bei der Auswertung der Embryonenergebnisse beim
Laktationsstadium 4 die Raten 46,1 % taugliche Embryonen, 16,4 % degenerierte Embryonen
und 37,6 % unbefruchtete Oozyten zu 100,1 %. Die Ursprungswerte der Prozentsatze
lauteten: 46,067 %, 16,367 % und 37,567 %.

Es waren lediglich zwei Uterushdrner rein mit Kommensalen besiedelt. Daher wurden diese
Uterushdrner sowie die kontralateralen Horner aus statistischen Grinden von der Auswertung
des mikrobiologischen Einflusses auf die Embryonenqualitat ausgeschlossen. Lediglich ein
Embryo innerhalb der gesamten Untersuchung war nicht tiefgefriertauglich. Daher wird dieser
Erfolgsparameter bei der Auswertung der Einflussfaktoren nicht weiter betrachtet. Aufgrund
des geringen Stichprobenumfangs und der zu gleichen Auspragung des Parameters
~Stoffwechsellage®, der heterogenen Auspragung des Parameters ,Betriebseinfluss“ und der
Vielzahl der eingesetzten Bullen bei den Besamungen konnten diese Variablen nicht

statistisch ausgewertet werden.
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3.2 Studie 2 — Vergleichende Betrachtung des Uterusmikrobioms in den Hornspitzen
und im Corpus uteri an neun Schlachtkiihen

3.2.1 Daten der Schlachtkiihe

Bei den neun beprobten Kiihen handelte es sich um Milchkiihe der Rasse Deutsche Holstein
(oder Kreuzungen) von sieben verschiedenen Betrieben aus dem VOST-Gebiet. Die Kihe
wurden nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt. Die Griinde fir die Schlachtung der Einzeltiere
sowie eine Anwendung von Medikamenten bei den Tieren vor der Schlachtung waren nicht
bekannt. Da die Tiere dem Schlachtprozess zugefuhrt wurden, ist jedoch davon auszugehen,
dass eine eventuelle Wartezeit von Medikamenten eingehalten wurde. Die neun Kuhe
befanden sich zwischen der 1. und 9. Laktation und waren zwischen 22 bis 275 Tagen

post partum. Die Daten wurden online aus dem SERVIT-System der VIT erhoben.

3.2.2 Probenentnahme am Schlachthof

An drei verschiedenen Tagen zwischen November 2022 und April 2023 wurden in einem
Schlachthof in der Nahe von Leer (Ostfriesland, Niedersachsen, Deutschland) wahrend der
regularen Schlachtroutine die Uteri von je drei Schlachtkiihen entnommen. Der amtliche
Tierarzt des Schlachthofes schnitt die Uteri aus dem Darmbiindel zwischen Portio vaginalis
und Vulva heraus, um Kontaminationen der Gebarmiutter durch Kontakt mit der &ufReren Haut
zu vermeiden. Alle neun Kihe waren schlachttauglich, und das Fleisch sowie alle anderen
verwendeten Organe wurden als fur die Lebensmittelproduktion geeignet eingestuft. Die Kihe
waren nicht tragend und wiesen aulerlich keine sichtbaren pathologischen Veranderungen

der Ovarien und des Uterus auf.

3.2.3 Handhabung von Organen und Proben

Die Entnahme der Uteri erfolgte maximal 30 Minuten nach der Tétung. Innerhalb von zwei
Stunden wurden alle Uteri am Schlachthof entnommen und innerhalb von 45 Minuten bei
Raumtemperatur in das Labor transportiert. Der Transport der Organe erfolgte separat unter
Verwendung von Plastikboxen, um eine gegenseitige Kontamination zu verhindern. Die
Symmetrie (symmetrisch = S, asymmetrisch = AS) und GroéRRe der Uteri lie sich modifiziert
nach dem Untersuchungsschliussel nach Rosenberger (1977) bestimmen. Die
GroReneinstufung reicht von G I, wobei die Uterushdrner etwa fingerstark sind, bis G V, wobei

der Uterus die GroRRe eines Brotlaibs Uberschreitet. Waren die Uterushérner asymmetrisch,
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wurde das grofiere Uterushorn fir die Bestimmung der GréRe beurteilt. Die GroRe der Ovarien

wurde mit einem Lineal vermessen und die vorhandenen Funktionsgebilde dokumentiert.

Im Labor erfolgte die Vorbereitung der Uteri zur Gewahrleistung einer sauberen und einfachen
mikrobiologischen Probenentnahme. Dazu wurde die Gebarmutteroberflaiche grindlich mit
Jodseife (Jodosept PVP®, Vetoquinol) gereinigt. Das Ligamentum latum uteri wurde beidseitig
entlang des Gebarmutterhalses und des Corpus uteri und die Ligamenta intercornualia
zwischen den beiden Hoérnern in der Mitte zur Bifurkation hin mit einem Skalpell

(O.R. Skalpell-Klinge steril, Figur 2) abprapariert.

Um eine Probe aus der Uterushornspitze zu gewinnen, wurde eine Metallarterienklemme
(Arterienklemme ohne Zahne, gerade, 21 cm, WDT) auf den Eileiter gesetzt, um den Verlust
von FlUssigkeiten Uber diesen zu vermeiden. Mit einem sterilen Skalpell erfolgte die
Durchtrennung der Uterushérner am hochsten Punkt der groRen Kurvatur. Das Spulmedium
(EmXcell embryo flushing medium®, imv technologies) wurde mit einer Spritze (Henke Sass
Wolf - Henke-Ject® 10(12) ml) und einer Kantile (WDT, Easy-Lance Einmalkaniile, 18 G x 1
1/2") schrittweise bis zu 30 ml in die Hornspitze gespllt und anschlieRend wieder aspiriert. Die
ersten 10 ml der zurickgewonnenen Flussigkeit wurden in einem Falcon™-Rdhrchen
(konisches Zentrifugenrdhrchen, 15 ml, Fisher scientific GmbH) zur Analyse im Institut fur
Tierarztliche Nahrungsmittelkunde GieRen (Justus-Liebig-Universitat GieRen, Frankfurter
Strale 92, 35392 GielRen) uberflhrt. Die nachsten 10 ml der Spdllflissigkeit wurden zur
Untersuchung im Institut fir Lebensmittelqualitdt der LUFA Nord-West entnommen. Diese
Prozedur erfolgte sowohl am linken als auch am rechten Horn mit jeweils neuen Spritzen,

Kantilen und Rohrchen.

Fir die Korpus-Proben wurde das linke Horn jedes Organs mit Nahtmaterial (Catgut Chrome,
EP3, LuxSutures) knapp oberhalb der Bifurkation abgebunden. Zudem wurden zwei
Metallarterienklemmen auf oder direkt kranial des Gebarmutterhalses platziert, um einen
Verlust und eine Kontamination der Spulflissigkeit durch die Zervix zu verhindern. Das rechte
Horn wurde knapp oberhalb der Bifurkation mit einem Skalpell durchtrennt. Die Spllung des
Corpus uteri erfolgte in gleicher Weise wie an den Hornspitzen. Die Abb. 16 stellt das

angewandte Vorgehen der Probenentnahme dar.
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Abb. 16 Schematische Darstellung der Vorgehensweise am Uterus anhand einer Zeichnung
bzw. eines Bildes; durchgehende Linie = Schnitt, gestrichelte Linie = Klemme,

gepunktete Linie = Naht

3.2.4 Kultivierung, Isolierung und Charakterisierung von Bakterien

Die Lagerung der Proben erfolgte Uber Nacht im Kihlschrank der Besamungs- und ET-Station
in Georgsheil des VOST bei einer Temperatur von 6 bis 8 °C. Per Kurier wurden sie innerhalb

der nachsten 36 Stunden gekihlt an die Labore verschickt.

Es folgte eine Untersuchung der Proben aus allen drei Lokalisationen (rechte Hornspitze, linke
Hornspitze, Corpus uteri) im Institut flr Tierarztliche Nahrungsmittelkunde GielRen auf das
Vorhandensein von Laktobazillen. Zur Bestimmung von aerob wachsenden, Laktat bildenden
Bakterien (LAB) wurden die Proben mittels Spatelmethode nach Referenzmethode ASU L
06.00-35 1992-12, wie sie flr Fleisch und Fleischprodukte Ublich ist, untersucht. Bei dieser
Methode wurde ein MRS-Agar mit 0,1 ml der unverdiinnten homogenisierten Probe oder der
Erstverdinnung und der weiteren Verdinnungen (jeweils im Doppelansatz) beimpft und
anschlieldend mit einem Spatel in kreisenden Bewegungen gleichmaRig verteilt. Die Bebritung
der Agarplatten erfolgte fur einen Zeitraum von drei Tagen bei 25 °C im Brutschrank. In dieser
Studie wurden weille oder graue, flache oder erhabene, glatte oder raue Kolonien als LAB
klassifiziert und gezahlt. Anhand der Koloniezahlen der verschiedenen Verdinnungsstufen
wurde die Anzahl der Koloniebildenden Einheiten (KbE) pro Milliliter berechnet. Anschlie3end
erfolgte zur Identifizierung von Laktobazillen auf Genus-Ebene eine konventionelle PCR unter
Verwendung des Primer-Paars R16-1 fw (5-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3‘) und
LbLMA1 rv (5-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3') fur das 16S rRNA Zielgen, welche

Fragmente variabler GroRe von etwa 250 bp amplifizieren. Die PCR wurde in einem
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Gesamtvolumen von 25 ul durchgefihrt. Das Thermocycler-Programm umfasste folgende
Schritte: initiale Denaturierung (95 °C, 5 min); 35 Zyklen aus Denaturierung (95 °C, 15 Sek.),
Annealing (55 °C, 15 Sek.), Elongation (72 °C, 15 Sek.); finale Elongation (72 °C, 5 min). Die
Amplifikationsprodukte wurden anschliefend mittels 1,5 %iger Agarosegel-Elektrophorese

analysiert.

Das Institut fur Lebensmittelqualitat der LUFA Nord-West untersuchte die Proben wie in
Kapitel 3.1.8. beschrieben auf den allgemeinen Bakteriengehalt (Trueperella pyogenes,
coliforme Bakterien, unspezifische Bakterien, Hefen und Schimmelpilze). In dieser Studie fand
keine Untersuchung hinsichtlich Chlamydien statt. Der Bakteriengehalt wurde semiquantitativ

in den Kategorien ,nicht nachgewiesen® (-) bis hochgradig (+++) vom Labor angegeben.

3.2.5 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse wurden mit arithmetischem Mittelwert (X) und Standardabweichung (SD) der
Grundgesamtheit angegeben. Diese wurden mittels Microsoft Excel (Microsoft 365) ermittelt.
Die qualitative und semiquantitative mikrobiologische Besiedlung wurde rein deskriptiv

analysiert und beschrieben.

Die Einteilung der Kiihe in die verschiedenen Laktationsstadien erfolgte wie in Kapitel 3.1.10
beschrieben. In der weitergehenden Analyse wurden die Nachweise von coliformen Keimen
und Proteus spp. als potenziell pathogener Keimgehalt zusammengefasst (Arulmozhil et al.,
2014; Mekibib et al., 2024; Williams et al., 2008a).
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4 Ergebnisse

41 Studie 1 — Potenzieller Einfluss von Laktobazillen auf in vivo gewonnene
Rinderembryonen

Bei insgesamt 22 superovulierten Kihen wurden im Rahmen der Embryonengewinnung
mikrobiologische Proben gewonnen. Die Ergebnisse von drei Kiihen mussten aus der Analyse
Nahrbdden)

ausgeschlossen werden. In der finalen Auswertung wurden 19 Tiere bertcksichtigt, wobei

aufgrund labortechnischer Griinde (Schimmelpilziberwucherung der

insgesamt 38 Uterushdrner fir die Embryonengewinnung gesplilt wurden.

411 Mikrobiologische Nachweise

Im Rahmen dieser Studie wurden jeweils zweimal 10 ml der ersten 50 bis 60 ml Splilflissigkeit
von insgesamt 38 Uterushornern aus 19 Tieren mikrobiologisch untersucht. Die Auswertung

ergab insgesamt 66 mikrobiologische Nachweise (siehe Tab. 12).

Tab. 12 Mikrobiologische Nachweise aus 38 Uterushdrnern (19 Tiere) und deren Einschatzung

in: * potenziell probiotisch, ? potenziell pathogen, * Kommensale

Tier- Uterus- % Iden- Einschit-
Nr. horn Identifizierte Bakterienart Isolat titat zung |
2 rechts Weizmannia coagulans EB 74 98 !
links Streptococcus equinus CNU 77-49 100 2
Staphylocccus sciuri MP3 100 2
Weizmannia coagulans 27 98 !
Staphylococcus haemolyticus VB19458 72 2
Staphylococcus chromogenes 1401 98 2
Klebsiella pneumoniae IAUK 8737 §
4 rechts  Escherichia coli EGI30 83 2
links Staphylococcus haemolyticus Hakim 1980 100 2
Bacillus cereus SPA 1.1 100 2
5 rechts  Staphylococcus pasteuri R2A-YJ10_15-48 96 8
links Weizmannia coagulans CACC 834 100 !
6 rechts  Weissella paramesenteroides PF58Q 100 !
Corynebacterium spp. GXLA20200911-3 100 2
links Weissella paramesenteroides RKG 100 !
Weizmannia coagulans EB 74 100 !
7 rechts  Bacillus licheniformis ka18-2 100 !
Staphylococcus haemolyticus af-B11 100 2
Escherichia coli N18EC0432 100 2
links Weissella paramesenteroides CE.3.1 100 !
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Tab. 12 Mikrobiologische Funde aus 38 Uterushornern (19 Tiere) und deren Einschatzung in:

! potenziell probiotisch, ? potenziell pathogen, 2 Kommensale (1. Fortsetzung)

Tier- Uterus % Iden- Einschat-
Nr. horn Identifizierte Bakterienart Stamm titdt zung
8 rechts  Pediococcus pentosaceus SMB13 !
links Corynebacterium sp. GXLA20200911-3 90 2
Enterococcus hirae 708 100 !
9 rechts  Corynebacterium sp. 73QC2CO 100 2
links Corynebacterium sp. 73QC2C0O 100 2
Staphylococcus pasteuri RPS6 100 ®
11 rechts  Staphylococcus simulans PCM 2106 100 *
Staphylococcus haemolyticus af-B11 100 2
links Escherichia coli HCD15-2 100 z
12 rechts Lactobacillus acidipiscis 7036 100 !
Weissella jogaejeotgali L28 100 !
links Lactobacillus brevis 2096 100 !
13  rechts Escherichia coli SSGNw2 80 2
links Escherichia coli MS14386 100 ?
16  rechts Lactobacillus plantarum 3361 100 !
links Leuconostoc pseudomesenteroides  MLG1-24 100 !
19 rechts [actobacillus sakei DJ1 100 !
Streptococcus salivarius 1638 100 2
links Lactobacillus sakei 6668 99 !
Leuconostoc mesenteroides BDS 302 100 !
23 rechts  Streptococcus salivarius 2789 2
Escherichia coli B1S11 100 2
links Klebsiella aerogenes PM-005 63 2
Raoultella ornithinolytica RT1902 §
24  rechts  Bacillus licheniformis NNTSB1 100 !
links Raoultella ornithinolytica RT1902 99 2
Chlamydia sp. §
26 rechts Raoultella ornithinolytica RT1902 2
Bacillus licheniformis B12 89 !
links Streptococcus anginosus NCTC11064 2
27 rechts Lactobacillus parabuchneri HBUAS56106 100 !
Lactobacillus buchneri CD034 100 !
Escherichia coli KR001_HIC_0034 2
links Lactobacillus buchneri CD034 100 !
Raoultella ornithinolytica R024724 100 2
28 rechts Lactobacillus buchneri CD034 99 !
Escherichia coli HH45 98 2
links Staphylococcus haemolyticus EGI317 93 2
30 rechts Pseudomonas sp. 2
Staphylococcus capitis AYP1020 99 2
links  Pseudomonas sp. 2
Escherichia coli 2018-10-2CC 99 >
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Tab. 12 Mikrobiologische Funde aus 38 Uterushornern (19 Tiere) und deren Einschatzung in:

! potenziell probiotisch, ? potenziell pathogen, > Kommensale (2. Fortsetzung)

Tier- Uterus % Iden- Einschat-
Nr. horn Identifizierte Bakterienart Stamm titat zung
31 rechts Escherichia coli 05P2R3D1E2 97 2
Heyndrickxia coagulans LG3 99 !
links  Streptococcus mitis 3ET5 80 ¢
Staphylococcus epidermidis ADB_BD125 91 ®

Die nachgewiesenen Bakterien gehorten zu 65,2 % dem Phylum Bacillota und zu 27,3 % dem
Phylum Proteobacteria an. Vertreter der Phyla Actinomycetota (ehemals Actinobacteria) und
Chlamydiae konnten 4- bzw. 1-mal nachgewiesen werden. Insgesamt erfolgte eine
Identifikation von 17 verschiedenen Bakteriengattungen, wobei das Genus Staphylococcus mit
12 Nachweisen am haufigsten vertreten war. Als zweithaufigstes wurde das Genus
Escherichia (n = 10) und am dritthufigsten das Genus Lactobacillus (n = 9) isoliert (siehe
Abb. 17). Vier Gattungen (Chlamydia, Enterococcus, Heyndrickxia, Pediococcus) wurden
jeweils nur ein einziges Mal nachgewiesen und wurden daher in Abb. 17 als ,Sonstige”

zusammengefasst.

m Staphylococcus

m Escherichia
Lactobacillus
Streptococcus

m Sonstige

® Bacillus

m Weissella

m Weizmannia

m Corynebacterium

m Raoultella

m Klebsiella

m [ euconostoc
Pseudomonas

J

]

Abb. 17 Einteilung der mikrobiologischen Nachweise (n = 66) anhand der Bakteriengattung

(n =17) und des absoluten Vorkommens

Bakterien der Gattungen Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Pediococcus und
Enterococcus, die zu den Milchsadurebakterien bzw. der Ordnung Lactobacillales zahlen,

wurden insgesamt 17-mal bei 8 von 19 Tieren (42,1 %) nachgewiesen.

Es wurden 34 verschiedene Bakterienarten isoliert. Die am haufigsten nachgewiesene
Bakterienart war Escherichia coli (n = 10), gefolgt von Staphylococcus haemolyticus (n = 5)
sowie Corynebacterium sp. (species), Raoultella ornithinolytica und Weizmannia

(W.) coagulans (ehemals Bacillus coagulans) mit je vier Nachweisen. Das Genus Lactobacillus
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mit sechs verschiedenen Isolaten (L. acidipiscis, L. brevis, L. buchneri, L. parabuchneri, L.
plantarum, L. sakei) sowie das Genus Staphylococcus (S.) mit ebenfalls sechs verschiedenen
Isolaten (S. sciuri, S. capitis, S. chromogenes, S. haemolyticus, S. pasteuri, S. simulans) waren

am diversesten vertreten. 22 Bakterienarten wurden jeweils nur einmal isoliert.

Es folgt die Auswertung der bakteriellen Nachweise der Uterushdrner. Aus den Spulproben
der linken Uterushérner wurden insgesamt 34 mikrobiologische Nachweise erbracht. Die
Bakterien gehdérten zu 14 verschiedenen Bakteriengenera und 24 verschiedenen
Bakterienarten. Das Genus Staphylococcus wurde mit sieben Nachweisen von funf
verschiedenen Bakterienarten am haufigsten nachgewiesen. Die Bakterienarten E. coli,
Raouiltella ornithinolytica, S. haemolyticus und W. coagulans wurden mit je drei Nachweisen
am haufigsten isoliert (siehe Abb. 18). Aus den Spulproben der rechten Uterushérner wurden
32 mikrobiologische Nachweise erbracht, die 12 verschiedenen Bakteriengenera und
20 verschiedenen Bakterienarten zugeordnet werden konnten. Die am haufigsten isolierte
Gattung war Escherichia, welche mit sieben Nachweisen von E. coli am starksten vertreten
war. Die am zweithdufigsten nachgewiesene Gattung war Lactobacillus, welche sechs

Nachweise von flnf verschiedenen Lactobacillus-Arten aufwies (siehe Abb. 18).
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Abb. 18 Absolutes Vorkommen der nachgewiesenen Bakterienarten in den linken (n = 19) und

rechten (n = 19) Uterushérnern

L. buchneri wurde in insgesamt drei Uterushérnern von zwei Tieren nachgewiesen. Bei einem

Tier konnte L. buchneri sowohl im linken als auch im rechten Uterushorn nachgewiesen
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werden. Aus dem rechten Uterushorn desselben Tieres wurde ebenfalls

Lactobacillus parabuchneri isoliert (siehe Tab. 12).

In lediglich einem Tier (Tier 13) wurde eine identische Keimbesiedlung im linken und rechten
Uterushorn festgestellt, wobei aus beiden Uterushérnern E. coli isoliert wurde. Sechs weitere
Tiere wiesen eine Ubereinstimmung in einer Bakterienart im linken und rechten Uterushorn
auf. Dabei handelte es sich in den Einzelfdllen um W. coagulans (Tier 2),
Weissella paramesenteroides (Tier 6), Corynebacterium sp. (Tier 9), L. sakei (Tier 19),
L. buchneri (Tier 27) und Pseudomonas sp. (Tier 30). Insgesamt konnten bei acht von 19
Tieren Bakterien des gleichen Genus im linken und rechten Uterushorn nachgewiesen werden
(siehe Tab. 12).

Die nachgewiesenen Bakterien wurden, wie in Kapitel 3.1.9 beschrieben, anhand einer
Literaturrecherche in drei Kategorien Kklassifiziert: ,potenziell pathogen®, ,potenziell
probiotisch®, Kommensale. Insgesamt konnten 15 Bakterienarten der Kategorie ,potenziell
pathogen®, 16 Bakterienarten der Kategorie ,potenziell probiotisch“ und 4 Bakterienarten der

Kategorie Kommensalen zugeordnet werden (siehe Tab. 10, S. 96 f.).

Insgesamt wurden 36 potenziell pathogene Keime (54,5 %), 25 potenziell probiotische Keime
(37,9 %) und 5 Kommensalen (7,6 %) nachgewiesen (siehe Abb. 19). Die 34 bakteriologischen
Nachweise aus den linken Uterushdrnern wurden 20-mal der Kategorie ,potenziell pathogen®,
11-mal der Kategorie ,potenziell probiotisch® und 3-mal der Kategorie Kommensalen
zugeordnet. Somit waren 58,8 % der bakteriologischen Nachweise potenziell pathogener und
34,4 % potenziell probiotischer Auspragung (siehe Abb. 20). Die 32 bakteriellen Nachweise
aus den rechten Uterushdrnern wurden 16-mal der Kategorie ,potenziell pathogen®, 14-mal
der Kategorie ,potenziell probiotisch® und 2-mal der Kategorie Kommensalen zugeordnet. In
den rechten Uterushdérnern waren somit 50 % der Nachweise potenziell pathogen und 43,8 %

der Nachweise potenziell probiotisch (siehe Abb. 20).

m Potenziell pathogen
Potenziell probiotisch
m Kommensalen

-

Abb. 19 Einteilung aller mikrobiologischen Nachweise (n = 66) sowohl der linken und rechten
Uterushérner anhand der Kategorien: potenziell pathogen, potenziell probiotisch,

Kommensalen in absoluten Zahlen
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Abb. 20 Einteilung der mikrobiologischen Nachweise links (n = 34) und rechts (n = 32) anhand
der Kategorien: potenziell pathogen, potenziell probiotisch, Kommensalen in absoluten
Zahlen

Die Einstufung der Uterushérner als ,potenziell pathogen® (PATH), ,potenziell probiotisch*
(PROB), ,gemischt besiedelt* (MIX) oder Kommensalen-Horn (KOM) erfolgte anhand der
bakteriologischen Besiedlung der Uterushornspitze, wie in Kapitel 3.1.9 naher erlautert. Die
Auswertung ergab folgende Einstufung der 38 gespllten Uterushdrnern: 15 Hérner in der
Kategorie PATH (39,5 %), 11 Horner in der Kategorie PROB (28,9 %), 10 Horner in der
Kategorie MIX (26,3 %) und zwei Horner in der Kategorie KOM (5,3 %, siehe Abb. 21). Von
den 19 linken Uterushdérnern wurden 9 Hérner der Kategorie PATH (47,4 %), 6 HOrner der
Kategorie PROB (31,6 %), 3 Horner der Kategorie MIX (15,8 %) und ein Horn der Kategorie
KOM (5,3 %) zugeordnet. Die Einteilung der 19 rechten Uterushorner ergab 6-mal die
Kategorie PATH (31,6 %), 5-mal die Kategorie PROB (26,3 %), 7-mal die Kategorie MIX
(36,8 %) und 1-mal die Kategorie KOM (5,3 %; siehe Abb. 22).

9

m PATH
= PROB
MIX
= KOM

Abb. 21 Zuordnung der untersuchten Uterushérner (n = 38) in die bakteriellen Kategorien
PATH, PROB, MIX, KOM in absoluten Zahlen
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Abb. 22 Zuordnung der untersuchten linken (n = 19) und rechten (n = 19) Uterushdrner in die
bakteriellen Kategorien PATH, PROB, MIX, KOM in absoluten Zahlen

Die Einstufung des gesamten Uterus erfolgte anhand der Einstufung der linken und rechten
Uterushdrner, wie in Kapitel 3.1.9 ndher beschrieben. Die Auswertung der 19 Uteri ergab:
6-mal Kategorie PATH (31,6 %), 3-mal Kategorie PROB (15,8 %) und 10-mal Kategorie MIX
(52,6 %, siehe Abb.23). Dies bedeutet, dass in 13 von 19 Uteri (68,4 %) potenziell probiotische
Keime identifiziert werden konnten.

m PATH
= PROB
MIX

Abb. 23 Zuordnung der Uteri (n = 19) in die bakteriellen Kategorien PATH, PROB, MIX

Es wurden keine Hefen oder Schimmelpilze in den daraufhin untersuchten Proben

nachgewiesen.
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4.1.2 Ergebnisse der Embryonengewinnungen

In den 19 Embryonengewinnungen wurden insgesamt 226 Embryonen bzw. Oozyten
gewonnen. Dies ergab 11,9 £ 9,9 Embryonen bzw. Oozyten pro Gewinnung. Im Durchschnitt
waren davon 7,3 = 7,0 transfertauglich, was einem Anteil von 65,4 £ 31,5 % entsprach. Die
nicht transfertauglichen Embryonen beliefen sich auf 1,6 £ 2,3 (11,2 + 16,8 %) degenerierte
Embryonen und 3,1 + 45 (23,5 + 31,7 %) unbefruchtete Eizellen. Durchschnittlich
80,4 £ 32,3 % der transfertauglichen Embryonen waren erster Qualitat und 99,6 + 1,8 % der
transfertauglichen Embryonen waren tiefgefriertauglich (Qualitat 1 und 2). Lediglich ein

Embryo war von dritter Qualitat und somit nicht tiefgefriertauglich (siehe Tab. 13).

Tab. 13 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen der Uteri (n = 19)

Erfolgsparameter Anzahl X *SD
Corpora lutea 228 12,0+ 4,7
Embryonengewinnungsrate — 72,4 +28,1 %
Gewonnene Embryonen + Oozyten 226 11,9+£9,9
Taugliche Embryonen 138 73+x7,0
(% von Gesamt) (65,4 £ 31,5 %)
Tiefgefriertaugliche Embryonen 137 7270
(% von Tauglich) (99,6 £ 1,8 %)
Embryonen 1. Qualitat 116 6,1 +6,2
(% von Tauglich) (80,4 £ 32,3 %)
Degenerierte Embryonen 30 1,6+23
(% von Gesamt) (11,2 £ 16,8 %)
Unbefruchtete Oozyten 58 3,1+45
(% von Gesamt) (23,5 £ 31,7 %)

Von den 19 Tieren dieser Studie wurden alle Uterushérner gespult und ausgewertet. Die
Embryonengewinnung von insgesamt drei Gebarmutterhérnern bei zwei Spendertieren wurde
frihzeitig abgebrochen. Da aus diesen Spulungen jedoch mikrobiologische Proben sowie
Embryonen gewonnen wurden, flieRen samtliche Daten dieser Spllungen in die Auswertung

mit ein. Somit wurden insgesamt 38 Uterushoérner, 19 linke und 19 rechte Hérner analysiert.

Mittels transrektalen Ultraschalls konnten sowohl auf den linken als auch auf den rechten
Ovarien insgesamt jeweils 114 Corpora lutea dargestellt werden. Im Durchschnitt wurden
5,9 £ 5,3 Embryonen und Eizellen pro Uterushorn gewonnen (siehe Tab. 14). Dies belief sich
bei Spllungen aus dem linken Horn auf insgesamt 107 und durchschnittlich 5,6 + 4,5
gewonnene Embryonen und Eizellen. Bei den Spulungen der rechten Uterushérner wurden
insgesamt 119 und durchschnittlich 6,3 + 6,1 Embryonen und Eizellen gewonnen. Die
durchschnittliche Embryonengewinnungsrate unterschied sich bei Embryonengewinnungen

der linken und rechten Uterushdrner nur um 1,2 %-Punkte (siehe Tab. 15). Aus einem linken
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und aus zwei rechten Hérnern konnten trotz nachweisbarer Corpora lutea auf dem ipsilateralen
Ovar keine Embryonen und Eizellen gewonnen werden. Durchschnittlich konnten
3,6 £ 3,8 transfertaugliche Embryonen aus den Uterushérnern gewonnen werden, die zu 78,7
+ 34,9 % Embryonen 1. Qualitat waren. Pro Horn wurden im Durchschnitt 0,8 = 1,4
degenerierte Embryonen sowie 1,5 £ 2,6 unbefruchtete Eizellen gewonnen (siehe Tab. 14).
Es konnten keine Unterschiede hinsichtlich der ausgewerteten Erfolgsparameter zwischen

dem linken und rechten Uterushorn beobachtet werden (siehe Tab. 15).

Tab. 14 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen pro Uterushorn

(linkes und rechtes Uterushorn zusammen, n = 38)

Erfolgsparameter X *SD
Corpora lutea 6,0+25
Embryonengewinnungsrate 70,1+ 35,7 %
Gewonnene Embryonen + Oozyten 59+53
Taugliche Embryonen 3,6+3,8
(% von Gesamt) (63,0 + 34,6 %)
Tiefgefriertaugliche Embryonen 3,6+3,8
(% von Tauglich) (99,4 £ 3,0 %)
Embryonen 1. Qualitat 3,11+34
(% von Tauglich) (78,7 £ 34,9 %)
Degenerierte Embryonen 0,8+14
(% von Gesamt) (12,3 £ 19,1 %)
Unbefruchtete Oozyten 1,5+2,6

(% von Gesamt) (24,3 £ 35,8 %)

Tab. 15 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen der linken und

rechten Uterushdrner (getrennte Auswertung)

Links (n = 19) Rechts (n = 19)
Erfolgsparameter Anzahl X *SD Anzahl X *SD
Corpora lutea 114 6,0+2,3 114 6,027
Embryonengewinnungsrate 69,5 + 35,9 70,7 + 36,4
Gewonnene
Embryonen + Oozyten 107 56+4,5 119 6,3+6,1
Taugliche Embryonen 69 3,639 69 3,6 £3,8
(% von Gesamt) (61,7 £ 39,5 %) (64,4 £ 29,6 %)
Tiefgefriertaugliche
Embryonen 68 (983é6+i43’59%) 69 (108 S io0 %)
(% von Tauglich) T e
Embryonen 1. Qualitat 60 3,2+ 3,6 56 2,9+3,2
(% von Tauglich) (79,7 £ 37,4 %) (77,8 £ 33,7)
Degenerierte Embryonen 14 0,7+1,1 16 0,8+1,6
(% von Gesamt) (12,4 £ 20,5 %) (12,3 £ 18,1 %)
Unbefruchtete Oozyten o4 1,3+2,4 34 1,8+2,8
(% von Gesamt) (25,9 +41,4 %) (22,4 £ 29,5 %)
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4.1.3 Mikrobiologischer Einfluss auf die Embryonenqualitat

Der Einfluss der mikrobiologischen Besiedlung der Uterushornspitze auf die
Embryonenqualitat wurde in 34 Uterushdrnern ermittelt. In der vorliegenden Untersuchung
wurden insgesamt 10 Uterushdrner der Kategorie PROB, 15 Uterushérner der Kategorie
PATH und 9 Uterushoérner der Kategorie MIX ausgewertet. Die 17 linken Uterushérner wurden
wie folgt kategorisiert: 5x PROB, 9x PATH, 3x MIX. Die 17 rechten Uterushérner waren 5x
PROB, 6x PATH und 6x MIX.

In der gesamten Auswertung, bei der linke und rechte Uterushorner gemeinsam analysiert
wurden, konnten keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05) der Erfolgsparameter der
Embryonengewinnung zwischen den mikrobiologischen Kategorien festgestellt werden (siehe
Tab. 16).

Tab. 16 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen pro Uterushorn
(linkes und rechtes Uterushorn zusammen) anhand der mikrobiologischen Kategorien:

potenziell probiotisch (PROB), potenziell pathogen (PATH), gemischt besiedelt (MIX)

PROB PATH MIX

n=10 n=15 n=9
Erfolgsparameter e X £ SD e X £ SD e X £ SD
Gewonnene
Embryonen + Oozyten 60 6,0 +£6,2 115 7,7+5,4 47 52+37
Taugliche Embryonen 37 3,7+4,7 71 47 + 3,8 26 29+30
(% von Gesamt) (62,3 + 41,6 %) (56,7 £ 26,1 %) (66,7 £ 41,5 %)
Embryonen 1. Qualitat 30 32+44 60 40+3,2 20 22+28
(% von Tauglich) (72,9 £ 45,1 %) (89,1 £ 19,9 %) (59,9 £ 43,1 %)
E;gber;z::i:e o 0,8+ 1,1 20 1,3+1,9 ) 0,2+ 0,4

16,0 £ 26,5 9 16,4 + 18,0 9 34+6,29
(% von Gesamt) (16, 2 %) (18, 0 %) (3.4+6,2 %)
gg:e:::r"cmete 5 15425 o4 1,6+2,0 19 21+39

y (21,8 £ 36,4 %) (27,0 £ 33,3 %) (30,0 + 43,8 %)

(% von Gesamt)

Bei Spulungen von potenziell probiotisch besiedelten Uterushérnern konnten im Durchschnitt
6,0 £ 6,2 Embryonen bzw. Oozyten gewonnen werden, wovon 3,7 + 4,7 transfertaugliche
Embryonen waren. Die Rate transfertauglicher Embryonen belief sich dabei auf 62,3 + 41,6 %.
Es konnten ahnliche Ergebnisse bei Spilungen von potenziell pathogen und gemischt
besiedelten Uterushérnern erzielt werden. Spulungen von Uterushérnern der Kategorie PATH
erreichten mit einer durchschnittlichen Anzahl von 4,0 + 3,2 sowie prozentual 89,1 + 19,9 %
die meisten Embryonen erster Qualitat (p > 0,05). Bei Uterushornern, die potenziell probiotisch
besiedelt waren, wurden durchschnittlich 72,9 + 45,1 % Embryonen erster Qualitdt gewonnen,

wahrend bei gemischt besiedelten Uterushdrnern lediglich 59,9 + 43,1 % Embryonen erster
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Qualitat erzielt wurden. Demgegenuber wurde bei gemischt besiedelten Uterushdrnern der
geringste Anteil (p > 0,05) mit 3,4 £ 6,2 % an degenerierten Embryonen, jedoch der héchste
Anteil an unbefruchteten Eizellen von 30,0 +43,8 % beobachtet. Bei Spllungen von
Uterushérnern der Kategorie PROB wurde die geringste Anzahl (1,5 + 2,5, p > 0,05) sowie der
geringste prozentuale Anteil (21,8 £ 36,4 %, p > 0,05) an unbefruchteten Eizellen gewonnen
(siehe Tab. 16).

Ebenfalls in der getrennten Auswertung der Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen
der linken und rechten Uterushdrner in Abhangigkeit der mikrobiologischen Kategorien
konnten sowohl im Seitenvergleich als auch zwischen den mikrobiologischen Kategorien keine
signifikanten Unterschiede (p > 0,05) bei allen Parametern festgestellt werden (siehe Tab. 17).
Aus rechten Hornern der Kategorie PATH konnte mit @ 8,0 Embryonen/Eizellen die groite
Anzahl gewonnen werden. Dieser Wert unterschied sich jedoch nicht signifikant von den
anderen Kategorien (p > 0,05). Im Durchschnitt waren davon 4,5 + 3,6 Embryonen
transfertauglich (58,3 + 7,0 %). Demgegeniber wurden aus rechten Uterushérnern der
Kategorie PROB 6,8 + 8,4 Embryonen und Eizellen gewonnen, von denen 62,4 + 41,5 %
transfertaugliche Embryonen waren. Die hochste Rate transfertauglicher Embryonen mit
@ 72,2 + 35,6 % konnte bei Spilungen rechter MIX-Hoérner beobachtet werden. Ahnliche
Ergebnisse erzielten die Spilungen der linken Uterushérner. Aus linken PATH-Hérnern
wurden durchschnittlich 7,4 + 4,7 Embryonen und Eizellen gewonnen. Bei den linken
PROB-Hb&rnern belief sich dieser Wert auf lediglich 5,2 + 3,8, wahrend er bei den drei linken
MIX-Hérnern sogar nur 3,3 + 4,9 gesamt gewonnene Embryonen und Eizellen betrug. Die
linken MIX-Hérner wiesen die niedrigste Rate transfertauglicher Embryonen von lediglich
50,0 + 70,7 % auf. Dahingegen konnte bei den linken PROB-H6rnern durchschnittlich
62,1+46,5% und bei den linken PATH-HOrnern durchschnittich 556 * 34,1 %
transfertaugliche Embryonen beobachtet werden. Dies entsprach den Raten der rechten
PROB- und PATH-Ho6rner. Sowohl linke als auch rechte Uterushdrner der Kategorie PATH
erreichten die hdéchsten (p > 0,05) prozentualen Anteile Embryonen erster Qualitat von
gewonnenen tauglichen Embryonen von jeweils tUber 88 %. Die linken und rechten
PROB-Ho6rner wiesen @ 72,7 % bzw. 73,1 % Embryonen erster Qualitat auf.

Wahrend aus den drei linken, gemischt besiedelten Hornern kein Embryo erster Qualitat
gewonnen werden konnte, wurden aus den rechten, gemischt besiedelten Hornern im
Durchschnitt 3,3 £ 2,8 Embryonen erster Qualitat gewonnen, was einem prozentualen Anteil
von 69,9 £ 37,3 % der tauglichen Embryonen entspricht. Der Anteil degenerierter Embryonen
belief sich auf 15,0—16,9 % bei den potenziell probiotisch besiedelten linken und rechten sowie

den potenziell pathogen besiedelten linken und rechten Uterushdérnern.
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Tab. 17 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen der linken und rechten Uterushorner (getrennte Auswertung) anhand

der mikrobiologischen Kategorien: potenziell probiotisch (PROB), potenziell pathogen (PATH), gemischt besiedelt (MIX)

Erfolgsparameter

Gewonnene
Embryonen +
Oozyten

Taugliche
Embryonen

(% von Gesamt)

Embryonen
1. Qualitat

(% von Tauglich)

Degenerierte
Embryonen

(% von Gesamt)

Unbefruchtete
Oozyten

(% von Gesamt)

PROB (n = 5)
A X+ SD
26 52+3,8
40+45
20 (62,1 + 46,5 %)
17 34142
(72,7 £ 48,7 %)
3 0,6+1,3
(15,0 £ 33,5 %)
3 0,6 £0,9

(22,9 + 43,6 %)

Links (n =17)
PATH (n=9)
o X%SD
67 74+47
49+42
4 (55,6 + 34,1 %)
43+38
39 (89,2 22,5 %)
e 1,2+1,2
(16,4 £ 15,2 %)
- 1,3£1,9

(28,0 + 41,7 %)

1

9

0,3%0,6
(50,0 + 70,7 %)

0,0
(0,0 %)

0,0
(0,0 %)

3,0+52
(50,0 + 70,7 %)

PROB (n = 5)
An- X +SD
zahl
34 6,8+8,4
17 34154

(62,4 + 41,5 %)
15 3,0£51

(73,1 + 48,9 %)
5 1,0+£1,0

(16,9 £ 21,1 %)
12 24+33

(20,7 + 32,8 %)

Rechts (n =17)

PATH (n = 6)
An- X+ SD
zahl
48 8,0+6,8
45+3,6
27 (58,3 +7,0 %)
21 356+23
(88,9 + 18,6 %)
9 1,5+27
(16,3 + 23,0 %)
12 2,0+22

(25,5 + 17,9 %)

MIX (n = 6)
An- X +SD
zahl
37 6,2+ 31
42+29
25 (72,2 + 35,6 %)
33+28
20 (69,9 + 37,3 %)
2 0,3+0,5
(4,5 6,9 %)
10 1,7+ 3,6

(23,3 + 38,3 %)
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Aus den drei linken, gemischt besiedelten Hornern konnten wiederum kein degenerierter
Embryo und aus den rechten, gemischt besiedelten Hérnern im Durchschnitt 4,5 + 6,9 %
degenerierte Embryonen gewonnen werden. Der Anteil an unbefruchteten Eizellen war sowohl
in den linken probiotischen Uterushérnern mit 22,9 + 43,6 % als auch in den rechten
probiotischen Uterushérnern mit 20,7 + 32,8 % am geringsten (p > 0,05). Bei den linken
gemischt besiedelten Uterushérnern konnten mit 3,0 + 5,2 bzw. 50,0 £ 70,7 % die meisten
unbefruchteten Eizellen beobachtet werden. Diese Beobachtung ist auf eine einzelne Spulung
zurtuckzufihren, wobei von neun gewonnenen Embryonen und Oozyten alle neun
unbefruchtete Eizellen waren. Mit durchschnittlich 20,7 % bis 25,5 % unbefruchteten Eizellen
waren die Ergebnisse der rechten Uterushdrner der drei mikrobiellen Kategorien vergleichbar
(siehe Tab. 17).

Auffallend war, dass sich die Erfolgsparameter der linken und rechten Horner in den
Kategorien PROB und PATH glichen. Hingegen gab es deutliche, jedoch nicht signifikante

Unterschiede (p > 0,05) zwischen den linken und rechten gemischt besiedelten Uterushérnern.
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4.1.4 Weitere Einfliisse auf die Embryonenqualitat
4.1.4.1 Laktationsstadium, Paritat und Milchleistung

Die 19 Kuhe dieser Auswertung hatten 83 bis 634 Tage (211,9 = 171,1) vor der
Erstuntersuchung vor dem Start der Superstimulation gekalbt. Drei Kiihe befanden sich im
Laktationsstadium 1 (< 90 DIM), 10 Kuhe im Laktationsstadium 2 (91-180 DIM), 3 Kihe im
Laktationsstadium 3 (181-365 DIM) und 3 Kuhe im Laktationsstadium 4 (> 365 DIM und TS).

In keinem der evaluierten Erfolgsparameter konnten signifikante Unterschiede zwischen den
vier Laktationsstadien festgestellt werden. Die Auswertung ergab, dass bei Tieren des
Laktationsstadiums 4 im Mittel die meisten (23,0 + 13,1) gesamt gewonnene Embryonen und
Eizellen dokumentiert werden konnten (p > 0,05). Bei Embryonengewinnungen von Tieren des
Laktationsstadiums 2 und 3 wurden @ 10,9 bzw. 9,7 Embryonen/Oozyten gewonnen. Im
Rahmen der Spulungen von Tieren im frihesten Laktationsstadium lie3en sich im Durchschnitt
die geringste Anzahl von 6,3 + 4,7 Embryonen und Oozyten gewinnen. Jedoch erreichten
Kihe aus dem Laktationsstadium 1 den grof3ten Anteil (p > 0,05) an tauglichen Embryonen
mit 85,0 £ 13,2 %, von denen 95,8 + 7,2 % Embryonen erster Qualitdt waren. In der spaten
Phase der Laktation (Laktationsstadium 3 und 4) wurden weniger als 50 % der gewonnenen
Embryonen und Oozyten als transfertauglich klassifiziert, wobei im Laktationsstadium 3
lediglich eine Rate transfertauglicher Embryonen von 37,2 + 25,6 % erreicht wurde. Dieser
Sachverhalt manifestiert sich in den beiden Laktationsstadien in einem hohen Anteil
unbefruchteter Eizellen (3: 53,9 + 24,7 %; 4: 37,6 + 35,3 %). Der Anteil unbefruchteter Eizellen
war mit lediglich 17,1 £ 31,6 % bzw. 0,0 % der Tiere aus den Laktationsstadien 1 und 2
deutlich, jedoch nicht signifikant besser. Die durchschnittliche Anzahl degenerierter
Embryonen variiert zwischen 0,9 + 1,4 in der Laktationsgruppe 2 und 4,7 + 4,2 in der
Laktationsgruppe 4. Der prozentuale Anteil der degenerierten Embryonen liegt zwischen
8,9 + 10,2 % im Laktationsstadium 3 und 16,4 + 16,0 % im Laktationsstadium 4 (siehe Tab. 18)
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Tab. 18 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen anhand der Laktationsstadien (Stadium: 1

3 = 181-365; 4 = > 365 Laktationstage & Trockenstehende)

Gewonnene Taugliche Embryonen Degenerierte Unbefruchtete
Stadium Kiihe Embryonen + Embryonen 1. Qualitat Embryonen Oozyten
Oozyten (% von Gesamt) (% von Tauglich) (% von Gesamt) (% von Gesamt)
n Anzahl X*SD Anzahl X*SD Anzahl X *SD X *SD Anzahl X *SD
50+3,6 4,7 £ 3,2 1,3£1,2 0,0+£0,0
1 3 19 63147 15 (85,0 £ 13,2 %) 14 (95,8 £7,2 %) (15,0 £ 13,2 %) 0 (0,0 £ 0,0 %)
7376 6,0+6,5 09+14 2,757
2 10 109 | 10996 ) 73 (73,7 + 33,4 %) 60 (69,5 + 39,5 %) (9,2 + 20,6 %) 27 (17,1 £ 31,6 %)
43149 43149 1,0£1,0 4,3+1,5
3 3 29 97455 13 (37,2 £ 25,6 %) 13 (100,0 + 0,0 %) (8,9 + 10,2 %) 13 (53,9 + 24,7 %)
12,3+ 9,6 9,7+9,3 4,7+4,2 6,0+ 2,6
& 3 69 | 230+131 1 37 (46,1 + 20,8 %) 29 (81,7 + 27,6 %) (16,4 + 16,0 %) 18 (37,6 + 35,3 %)
Tab. 19 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen anhand der Laktationsgruppen (Gruppe: 1 = 1.
2 = 2. und 3. Laktation; 3 = = 4. Laktation)
Gewonnene Taugliche Embryonen Degenerierte Unbefruchtete
Gruppe Kiihe Embryonen + Embryonen 1. Qualitat Embryonen Oozyten
Oozyten (% von Gesamt) (% von Tauglich) (% von Gesamt) (% von Gesamt)
n Anzahl X*SD Anzahl X*SD Anzahl X+ SD X+ SD Anzahl X *SD
57146 50+4,6 0,5+0,8 0,2+04
1 6 38 6.3+52 34 (93,0 + 9,8 %) 30 (80,2 + 39,6 %) (5,8 10,2 %) (1,2+2,9 %)
9,3+£8,0 8,0+7,2 0,7+0,6 7,3+9,5
2 3 52 | 173221 ) 28 (55,5 + 45,6 %) (60,8 + 53,4 %) (4,1+3,6 %) 22 (40,5 + 48,8 %)
3 10 136 13,6+ 12.1 76 76+84 62 6,2+7,1 25+28 35 3,5+3,1

(51,8 + 26,9 %)

(86,5 + 20,2 %)

(16,6 + 20,9 %)

(31,7 £ 31,2 %)

119

0-90; 2 = 91-180;

Laktation;
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Die 19 Kuhe dieser Auswertung befanden sich in der 1. bis 10. Laktation (3,9 £ 2,9). Die Kiihe
wurden anhand ihrer Paritdt in Laktationsgruppen eingeteilt. Primipara wurden der
Laktationsgruppe 1 (n = 6) zugeordnet. Multipara wurden weiter unterteilt. Kiihe in ihrer 2. und
3. Laktation wurden in die Laktationsgruppe 2 (n = 3) sowie Kiihe ab der 4. Laktation in die

Laktationsgruppe 3 (n = 10) zusammengefasst.

In keinem der evaluierten Erfolgsparameter konnten signifikante Unterschiede zwischen den
drei Laktationsgruppen festgestellt werden. Bei den Embryonengewinnungen der Primipara
wurde die niedrigste (p > 0,05) durchschnittiche Anzahl an Embryonen und Oozyten
(6,3 £ 5,2) beobachtet. Embryonengewinnungen bei Multipara ergaben durchschnittlich
17,3 £ 2,1 gewonnene Embryonen und Oozyten in der Laktationsgruppe 2 bzw. 13,6 £ 12,1 in
der Laktationsgruppe 3. Auch die durchschnittiche Anzahl der gewonnenen tauglichen
Embryonen (5,7 £ 4,6) und Embryonen erster Qualitat (5,0 + 4,6) war bei Tieren der
Laktationsgruppe 1 am geringsten. Bei Betrachtung der relativen Werte zeigten sich bei
Embryonengewinnungen in der Laktationsgruppe 1 eine tendenziell (p = 0,07) hdhere Rate
transfertauglicher Embryonen (93,0 £ 9,8 %) um durchschnittlich mindestens 37,5 %-Punkte
im Vergleich zu den Laktationsgruppen 2 (55,5 + 45,6 %) und 3 (51,8 + 26,9 %).
Embryonengewinnungen der Laktationsgruppe 3 zeichneten sich durch die héchste Rate an
degenerierten Embryonen mit 16,6 + 20,9 % aus (p > 0,05). Hingegen lag die Rate
degenerierter Embryonen bei Tieren der Laktationsgruppe 1 und 2 bei durchschnittlich unter
6 %. Bei Embryonengewinnungen von Kihen der Laktationsgruppe 1 wurden durchschnittlich
die wenigsten unbefruchteten Eizellen (0,2 £ 0,4 bzw. 1,2 + 2,9 %) gewonnen im Vergleich zu
Tieren der Laktationsgruppe 2 mit 7,3+9,5 bzw. 40,5 + 48,8 % und zu denen der
Laktationsgruppe 3 mit 3,5 + 3,1 bzw. 31,7 £ 31,2 % unbefruchteten Eizellen (siehe Tab. 19).
Es ist festzuhalten, dass mit steigendem Alter der Anteil und die Anzahl degenerierter
Embryonen sowie unbefruchteter Eizellen zu Ungunsten des Anteils transfertauglicher

Embryonen stieg.

Die durchschnittliche Milchleistung in der letzten MLP vor der Embryonengewinnung lag bei
den 19 untersuchten Tieren bei 35,7 £ 13,9 kg Milch. Ein Tier befand sich zum Zeitpunkt der
Embryonengewinnung in der Trockenstehphase. Neun Kihe wiesen in der letzten MLP vor
der Embryonengewinnung eine Milchleistung von < 40,0 kg auf (n = 9). Zehn Kihe wiesen
eine hohe Milchleistung von = 40,0 kg Milch auf (n = 10).

Es konnte kein signifikanter Einfluss der Milchleistung der letzten MLP vor der
Embryonengewinnung auf die evaluierten Erfolgsparameter beobachtet werden (p > 0,05).
Eine hohe Milchleistung nahm keinen negativen Einfluss auf die Anzahl gewonnener

Embryonen und Oozyten, die Anzahl und Rate tauglicher Embryonen sowie Embryonen erster
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Qualitat. Die Anzahl und Rate unbefruchteter Eizellen und degenerierter Eizellen unterschied

sich ebenfalls nicht zwischen den beiden Kategorien (siehe Tab. 20).

Tab. 20 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen anhand der
Milchleistung (< 40,0 kg bzw. = 40,0 kg)

Milchleistung < 40,0 kg Milchleistung 2 40,0 kg

n=9 n=10
Erfolgsparameter Anzahl X+ SD Anzahl X *SD
Gewonnene
Embryonen + Oozyten 108 12,0 £ 11,3 118 11,8 £ 91
Taugliche Embryonen 69 7,771 69 6,974
(% von Gesamt) (69,0 £ 30,3 %) (62,1 £ 33,8 %)
Embryonen 1. Qualitat 57 6,3+6,5 59 59+6,2
(% von Tauglich) (80,7 £ 34,2 %) (80,2 £ 32,3 %)
Degenerierte Embryonen 17 1,9+3,0 13 1,3+1,4
(% von Gesamt) (9,3 12,5 %) (12,9 £ 20,4 %)
Unbefruchtete Oozyten 9 24 +3/1 36 3,6+5,6
(% von Gesamt) (21,6 £ 32,0 %) (25,1 £33,1)

4.1.4.2 Stoffwechsellage

Der Fett-Eiweil3-Quotient (FEQ) ist ein Indikator fur die Energieversorgung der Tiere und sollte
zwischen 1 und 1,5 liegen (Martin et al., 2014). In der vorliegenden Studie wurde lediglich bei
einer Kuh in zwei aufeinanderfolgenden MLP ein FEQ < 1,0 beobachtet, wahrend bei zwei
anderen Kihen ein FEQ von 1,5 festgestellt wurde. Demzufolge war von keiner relevanten
Stérung des Stoffwechsels bei den Versuchskihen auszugehen. Der Milchharnstoffgehalt,
welcher als Indikator fUr die Proteinversorgung der Kihe gilt, sollte idealerweise zwischen
150 und 300 mg/l liegen (Martin et al., 2014). Bei lediglich einem Versuchstier wurde in zwei
aufeinander folgenden MLP ein reduzierter Milchharnstoffgehalt zwischen 140 und 150 mg/l
beobachtet. Es ist daher davon auszugehen, dass die Versuchskihe optimal mit Protein
versorgt waren. Wie bereits in Kapitel 3.1.11 dargelegt, wurde aufgrund der zu geringen
Anzahl an Tieren mit abweichenden Befunden auf eine entsprechende Analyse der

Stoffwechselparameter verzichtet.



Ergebnisse 122

4.1.4.3 Korperkondition

Alle 19 Kihe dieser Studie wiesen einen physiologischen Body-Condition-Score zwischen
2,5 und 4 auf. Am Tag der ersten Untersuchung wiesen 5 Kiulhe einen BCS von 2,5, 13 Kihe
einen BCS von 3 und lediglich eine ggr. uberkonditionierte Kuh einen BCS von 4 auf.
Unabhangig vom jeweiligen BCS-Score wiesen die Kihe hinsichtlich der Raten der gesamt
gewonnenen Embryonen und Oozyten, der tauglichen Embryonen, der degenerierten
Embryonen und der unbefruchteten Oozyten ahnliche Ergebnisse auf. Lediglich die Rate der
Embryonen erster Qualitat war mit 75,2 + 36,0 % bei Kiihen mit einem BCS von 3 etwas
geringer als bei den flinf Kiihen mit einem BCS von 2,5, die eine Rate der Embryonen erster
Qualitat von 90,0 + 22,4 % aufwiesen (siehe Tab. 21).

4.1.4.4 Eutergesundheit

Im Rahmen der Beurteilung der Eutergesundheit wurden die somatischen Zellgehalte der
Milch der letzten zwei MLP vor der Embryonengewinnung analysiert. Tiere, deren Milch einen
somatischen Zellgehalt von < 100.000 Zellen/ml aufwies, wurden als eutergesund und somit
in die Eutergesundheitskategorie 1 eingestuft. Kihe mit einer subklinischen Mastitis
(> 100.000 - 200.000 Zellen/ml) oder einer chronischen Mastitis (2-mal > 200.000 Zellen/ml)
wiesen eine gestdrte Eutergesundheit auf (Hoedemaker et al., 2014) und wurden in die
Eutergesundheitskategorie 2 eingestuft. In dieser Studie wurden 13 Kuhe als eutergesund
klassifiziert, wahrend 6 Tiere eine gestorte Eutergesundheit aufwiesen: 2x subklinische

Mastitis, 4x chronische Mastitis.

Bei Embryonengewinnungen von eutergesunden und -kranken Tieren konnten
durchschnittlich dhnliche Anzahlen an Embryonen und Eizellen gewonnen werden. Jedoch
wurden bei Embryonengewinnungen von Kuhen mit gestorter Eutergesundheit weniger
taugliche Embryonen gewonnen, was sich auch in einer nicht signifikant schlechteren Rate an
tauglichen Embryonen darstellt (1: 71,6 + 31,8 %, 2: 51,8 + 28,8 %, p > 0,05). Dies ist auf
einen, um uber 19 Prozentpunkte gestiegenen Anteil an unbefruchteten Eizellen in der Gruppe

mit erkranktem Euter zurlckzuflhren (siehe Tab. 22).
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Tab. 21 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen anhand des Body-Condition-Scores (BCS)

Gewonnene Taugliche Embryonen Degenerierte Unbefruchtete
BCS Kiihe Embryonen + Embryonen 1. Qualitat Embryonen Oozyten
Oozyten (% von Gesamt) (% von Tauglich) (% von Gesamt) (% von Gesamt)
n Anzahl X *SD Anzahl X *SD Anzahl X*SD Anzahl X *SD Anzahl X*SD
22104 20x0,7 0,8+1,8 1,8+ 3,0
2,5 5 24 48+238 1 (61,1 £ 36,9 %) 10 (90,0 + 22,4 %) 4 (13,3 + 29,8 %) 9 (25,6 + 36,4 %)
9,077 7,4+6,8 1,9+£25 3,5+5,2
3 13 187 | 144 £108 | 117 (66,9 + 32,1%) % (75,2 + 36,0 %) 25 (10,7 £ 11,1 %) 4% (22,4 + 32,6 %)
10 10 1 4
4 ! 15 15 10 (66,7 %) 10 (100,0 %) ! (6,7 %) 4 (26,7 %)
Tab. 22 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen anhand der Eutergesundheit (Kategorie: 1 = eutergesund,
2 = euterkrank)
Gewonnene Taugliche Embryonen Degenerierte Unbefruchtete
KAT Kiihe Embryonen + Embryonen 1. Qualitat Embryonen Oozyten
Oozyten (% von Gesamt) (% von Tauglich) (% von Gesamt) (% von Gesamt)
n Anzahl X*SD Anzahl X *SD Anzahl X*SD Anzahl X*SD Anzahl X*SD
74 +6,7 6,3+£5,9 1,1+£1,3 28+5,2
1 13 146 11283 9% (71,6 + 31,8 %) 82 (75,6 + 36,2 %) 14 (11,1 18,6 %) 36 (17,4 + 31,9 %)
2 6 80 13.3+ 13,6 42 7,0+£84 57+7,3 2,7+35 22 3,7+£29

(51,8 + 28,8%) (90,9 + 20,1 %) (11,5 + 13,6 %) (36,7 + 29,4 %)
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4.1.4.5 Verwendete Spermaportionen

In der Studie wurden Samenportionen von 20 verschiedenen Besamungsbullen eingesetzt.
Bei 15 Klihen kam dabei derselbe Bulle zum Einsatz und bei 4 Tieren wurden Samenportionen
von je zwei verschiedenen Bullen verwendet. Als Einflussparameter auf die Ergebnisse der
Embryonengewinnung wurde der Einsatz von nicht sortiertem (X/Y-Sperma, n = 9) und

X-sortiertem Sperma (n = 10) untersucht.

Tab. 23 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen mit nicht sortiertem

Sperma (X/Y-Sperma) oder X-sortiertem Sperma (X-Sperma)

Embryonengewinnungen mit

X/Y-Sperma X-Sperma
n=9 n=10

Erfolgsparameter Anzahl X + SD Anzahl X + SD
Gewonnene
Embryonen + Oozyten 127 14,1 £ 10,2 99 9,9+9,7
Taugliche Embryonen 84 9,3+6,2 54 54+75
(% von Gesamt) (71,4 £ 23,8 %) (59,9 £ 37,6 %)
Embryonen 1. Qualitat 73 8,1+5,6 43 4,3+6,3
(% von Tauglich) (90,4 £ 16,0 %) (71,4 £ 40,8 %)
Degenerierte Embryonen 20 22+29 10 1,0+1,5
(% von Gesamt) (12,3 £ 11,8 %) (10,2 £ 20,9 %)
Unbefruchtete Oozyten 23 2632 35 3,5+5,6
(% von Gesamt) (16,3 £ 25,2 %) (29,9 + 36,7)

Bei den 9 Embryonengewinnungen mit nicht sortiertem Sperma wurden insgesamt und im
Durchschnitt mehr Embryonen und Oozyten gewonnen (127, 14,1 + 10,2) als bei den
10 Embryonengewinnungen mit X-sortiertem Sperma (99; 9,9 + 9,7). Ebenfalls konnten eine
gréRere durchschnittliche Anzahl und ein gréRerer Anteil an tauglichen Embryonen (9,3 £ 6,2;
71,4 + 23,8 %; p > 0,05) beobachtet werden. Bei Embryonengewinnungen, bei denen
konventionelles Sperma eingesetzt wurde, konnten im Mittel tendenziell mehr Embryonen
erster Qualitat (8,1 £ 5,6) als bei Embryonengewinnungen, bei denen X-sortiertes Sperma
eingesetzt wurde (4,3 £ 6,3, p < 0,08), gewonnen werden. Der Anteil von Embryonen erster
Qualitat unterschied sich jedoch nicht signifikant zwischen den verwendeten Spermaportionen
(XY: 90,4 + 16,0 %, X: 71,4 + 40,8 %, p > 0,05). Es liegt keine grolde Varianz im Anteil
degenerierter Embryonen bei den verschiedenen Spermaportionen vor. Die Anzahl und der
Anteil unbefruchteter Eizellen waren hingegen nach Besamungen mit X-sortiertem Sperma
groler (3,5 £ 5,6; 29,9+ 36,7, p > 0,05) im Vergleich zu Embryonengewinnungen mit
nicht-sortiertem Sperma (siehe Tab. 23).
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4.1.4.6 Rickgewinnung, Triibung und Blutbeimengung der Spilfliissigkeit

Die Ruckgewinnung, Trubung und Blutbeimengung der Spulflissigkeit wurden auf Basis der

einzelnen Uterushorner analysiert.

Im Rahmen der Analyse wurden 34 Uterushorner wie in Kapitel 4.1.3 einer horngetrennten
statistischen Analyse unterzogen. Bei 29 dieser Uterushorner (15 linke und 14 rechte
Uterushérner) wurde die Spulflissigkeit vollstadndig zurickgewonnen (Kategorie 1). Wahrend
des Spllvorgangs von 5 Uterushérnern (n = 2 linke, 3 rechte) konnte nicht die gesamte
Spulflissigkeit zuriickgewonnen werden (Kategorie 2). Dies wurde bei einem Tier sowohl beim

rechten als auch beim linken Uterushorn beobachtet.

In keinem der evaluierten Erfolgsparameter der Embryonenqualitat konnten signifikante
Unterschiede zwischen einer vollstdndigen oder verminderten Rickgewinnung festgestellt
werden (p > 0,05). Am wenigsten Embryonen und Eizellen (4,0 £ 4,2, p > 0,05) wurden aus
den linken Uterushérmern der Kategorie 2 gewonnen, wobei lediglich zwei
Embryonengewinnungen in diese Kategorie einflossen. In beiden Kategorien war sowohl links
als auch rechts eine gleichmaRige durchschnittliche Anzahl an transfertauglichen Embryonen
von 3,5 bis 4,1 zu beobachten. Die Rate der Embryonen erster Qualitat war sowohl bei den
Embryonengewinnungen der rechten und linken Uterushorner der Kategorie 1 bei
durchschnittlich GUber 80 % und in Kategorie 2 bei durchschnittlich 50 bis 52 %. Dieser
Unterschied war jedoch weder links noch rechts signifikant (p > 0,05). Die Auswertung der
Anzahl und Anteile an degenerierten Embryonen zeigte ein relativ gleichmafiges Bild bei den
linken und rechten Uterushornspulungen mit vollstandiger Rickgewinnung und den zwei
linken Uterushornsplilungen mit verminderter Rickgewinnung. Im Durchschnitt wurden
0,5-0,9 bzw. 7,2-14,9 % degenerierte Embryonen gewonnen. Demgegeniber wiesen die drei
rechten Uterushorner der Kategorie 2 eine durchschnittliche Anzahl von 2,7 + 3,8 bzw.
30,4 £ 26,7 % degenerierter Embryonen auf (p > 0,05). Unbefruchtete Eizellen wurden sowohl
links als auch rechts vermehrt (p > 0,05) in den Uterushérnern mit vollstadndiger
Ruckgewinnung im Gegensatz zu den Spllungen mit verminderter Rickgewinnung
beobachtet (sieche Tab. 24). Es konnten keine negativen Auswirkungen einer reduzierten
Rickgewinnung auf die Qualitat der Embryonen festgestellt werden. Lediglich ein numerischer

Effekt ist in der Rate von Embryonen erster Qualitat zu beobachten.
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Tab. 24 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen der linken und rechten Uterushdrner (getrennte Auswertung) anhand

der Ruckgewinnung der Spulflissigkeit (1 = vollstandige Ruckgewinnung, 2 = unvollstandige Rickgewinnung)

Erfolgsparameter
Gewonnene Embryonen +
Oozyten

Taugliche Embryonen
(% von Gesamt)
Embryonen 1. Qualitat
(% von Tauglich)
Degenerierte Embryonen
(% von Gesamt)
Unbefruchtete Oozyten
(% von Gesamt)

Riickgewinnung
Links (n =17)
1(n=15) 2(n=2)
an X SD an X SD
95 6,3+4,6 8 4,0+£4,2
58 3,9+4,3 7 3,5+£3,5
(51,8 £ 39,4 %) (92,9 £ 10,1 %)
50 3,3+3,9 6 3,0+£4,2
(81,6 £ 34,2 %) (50,0 £ 70,7 %)
13 09+1,2 1 0,5+0,7
(14,9 £ 22,5 %) (7,2 £ 10,1 %)
o4 1,6 +£2,6 0 0,0+0,0
(33,3 + 44,4 %) (0,0 £ 0,0 %)

An-
zahl
99
58

50

33

Riickgewinnung
Rechts (n =17)
1(n=14) 2(n=3)
X + SD An- X * SD
zahl
7,1+£5,6 20 6,7 £9,0
41+3,8 11 3,7+4,6
(63,7 £ 30,9 %) (67,6 £ 28,1 %)
3,634 6 20+2,6
(83,8 £ 28,2 %) (51,9 £ 50,1 %)
0,6+0,8 8 2,7+3,8
(8,4 + 14,2 %) (30,4 + 26,7 %)
2,4 +3,1 0,3+0,6

(27,9 £ 29,9 %) (2,0 £ 3,4 %)
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Die zuriickgewonnene und gefilterte Spulflissigkeit wurde visuell hinsichtlich ihrer Tribung
von 0 keine Trlbung bis 5 hochgradige Tribung klassifiziert. Die Auswertung ergab, dass von
34 analysierten Uterushérnern 20-mal (n = 8 linke, 12 rechte) nur eine ggr. (Grad 1), 9-mal
(n =6 linke, 3 rechte) eine leichte (Grad 2) und bei 5-mal (n = 3 linke, 2 rechte) eine mgr.
(Grad 3) Trubung der Spulflissigkeit beobachtet wurde. Bei 12 der 17 in die Analyse
einbezogenen Kiihe wiesen die Spllflissigkeiten der linken und rechten Uterushérner den
gleichen Tribungsgrad auf. Fir die statistische Auswertung wurden die Uterushérner mit einer

leichten und mgr. Tribung der Spulflissigkeit in eine Kategorie 2 zusammengefasst.

In den rechten und linken Uterushérnern wurden bei Spllungen in beiden Kategorien
durchschnittlich zwischen 5,0 und 7,4 Embryonen und Eizellen gewonnen. Aus den linken
Uterushérnern der Kategorie 1 konnten numerisch die wenigsten transfertauglichen
Embryonen in Anzahl (2,6 + 3,2) und Rate (43,6 + 43,2 %) gewonnen werden, wobei weder
links noch rechts signifikante Unterschiede zwischen den Graden der Tribung vorlagen
(p > 0,05). Die Auswertung der rechten Uterushdrner ergab eine tendenziell negative
Korrelation zwischen einem hoheren Grad der Trubung und dem prozentualen Anteil an
Embryonen erster Qualitat (p = 0,05). Dieser Einfluss konnte jedoch in der Auswertung der
linken Uterushérner mit einer gréReren Anzahl an Spllungen mit Tribungsgrad 2 nicht
beobachtet werden. Bei der Auswertung der degenerierten Embryonen konnte in den rechten
Uterushérner ein tendenziell geringerer Anteil beobachtet werden (p < 0,1). Diese Korrelation
wurde jedoch in der Auswertung der Embryonengewinnungen der linken Uterushérner nicht
bestatigt. In linken Uterushérnern konnten vermehrt (p > 0,05) degenerierte Embryonen bei
starkerer Tribung der Spulflissigkeit beobachtet werden. Des Weiteren wurde ein
Unterschied in der Auswertung der unbefruchteten Eizellen zwischen den linken und rechten
Uterushdrnern festgestellt. Bei den Embryonengewinnungen der linken Uterushérner wurde
eine tendenziell héhere Anzahl (p < 0,07) und eine signifikant héhere Rate von 50,5 + 46,9 %
an unbefruchteten Eizellen (p < 0,02) bei Tribungsgrad 1 gewonnen. Demgegenulber zeigte
die Auswertung der rechten Uterushorner eine numerische, aber nicht signifikant héhere

Anzahl und Rate an unbefruchteten Eizellen bei einem hdéheren Tribungsgrad (siehe Tab. 25).
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der Tribung der Spulflissigkeit (1 = ggr. Tribung, 2 = leichte bis mgr. Tribung), * p < 0,05

Erfolgsparameter
Gewonnene Embryonen +
Oozyten

Taugliche Embryonen
(% von Gesamt)
Embryonen 1. Qualitat
(% von Tauglich)
Degenerierte Embryonen
(% von Gesamt)
Unbefruchtete Oozyten
(% von Gesamt)

Triibung
Links (n =17)
1(n=8)

An- = An-

zahl x+SD zahl

40 50+t4,7 63
2632

21 (43,6 £43,2 %) 44
21+£29

17 (85,0 + 30,0 %) 39
06+1,4

5 (5,9 + 11,1 %) o

14 1,819 10

(50,5 + 46,9 %)*

2(n=29)
x +SD

70+£44

49+47
(67,3 + 35,0 %)
43+43
(71,9 + 44,8 %)
1,0£1,0
(20,2 + 25,7 %)
1,1£3,0
(12,5 + 33,1 %)

74+59

3,6+3,3
(64,7 + 37,5 %)
2,6+3,0
(48,9 + 46,2 %)
0,2+0,4
(1,3%2,8 %)

Triibung
Rechts (n =17)
1(n=12)
An- X *SD An-
zahl zahl
82 6,8+6,3 37
43141
51 (64,3 + 27,7 %) 18
3,6+3,5
43 (90,9 + 15,6 %) 13
1,3+£2,0
15 (16,9 + 19,9 %) L
16 1,3£2,2 18

(18,8 £ 25,1 %)

3,639
(34,1 + 37,2 %)
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Tab. 25 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen der linken und rechten Uterushorner (getrennte Auswertung) anhand
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Eine eventuelle Blutbeimengung der zurickgewonnenen Spulflissigkeit wurde visuell
klassifiziert, wobei die Skala von 0 (keine Blutbeimengung) bis 5 (hgr. Blutbeimengung)
reichte. In der vorliegenden Untersuchung wurden 34 Uterushérner analysiert. Die
Spulflissigkeit wies 9-mal keine (0; n = 4 linke, 5 rechte), 14-mal eine ggr. (1, n = 7 linke,
7 rechte) 7-mal eine leichte (2, n = 4 linke, 3 rechte) 3-mal eine mgr. (3, n = 2 linke, 1 rechte)
und einmal eine starke Blutbeimengung (4, 1 rechts) auf. Bei 12 der 17 untersuchten Kihe
wies die Spulflissigkeit aus dem linken und rechten Uterushorn die gleiche Blutbeimengung
auf. Fur die Auswertung wurden die Uterushdrner mit keiner und nur ggr. Blutbeimengung als

Kategorie 1 und leichter bis starker Blutbeimengung als Kategorie 2 zusammengefasst.

Bei Embryonengewinnungen der rechten und linken Uterushdrner konnten bei einer
Blutbeimengung Kategorie 1 durchschnittlich unter 7 und bei Kategorie 2 durchschnittlich Gber
7 Embryonen und Eizellen gewonnen werden. Es wurden die wenigsten gesamt gewonnenen
Embryonen und Eizellen sowie die geringste Anzahl an transfertauglichen Embryonen bei der
Embryonengewinnung von linken Uterushérnern mit einem Blutbeimengungsgrad 1 gewonnen
(p > 0,05). Ebenfalls lag bei Spulungen linker Uterushérner der Kategorie 1 die
durchschnittliche Rate transfertauglicher Embryonen bei unter 50 %, wobei diese bei linken
Uterushdérnern der Kategorie 2 und rechten Uterushérnern beider Kategorien Uber 64 % lag.
Die Analyse der rechten Uterushdrner ergab eine tendenziell negative Korrelation zwischen
einer hoheren Blutbeimengung und dem prozentualen Anteil von Embryonen erster Qualitat
(p = 0,05). Dieser Einfluss konnte jedoch in der Auswertung der linken Uterushdrner mit einer
zwischen den Graden der Blutbeimengung ausgeglicheneren Verteilung nicht festgestellt
werden. Zudem konnte ein tendenziell hdherer Anteil degenerierter Embryonen in Spilungen
der rechten Uterushdérner und ein numerisch héherer Anteil in den Spulungen der linken
Uterushdrner mit geringer Blutbeimengung beobachtet werden (p < 0,1). Der Einfluss auf die
Rate unbefruchteter Eizellen stellt sich uneinheitlich dar. Wahrend linke Uterushdrner mit
geringer Blutbeimengung eine nicht signifikant hdhere Rate unbefruchteter Eizellen von
durchschnittlich tGiber 16 Prozentpunkten mehr aufwiesen, war dies bei rechten Uterushérnern
mit Uber 15 Prozentpunkten bei Hornspllungen mit hdherer Blutbeimengung der Fall (siehe
Tab. 26).

Die mikrobiologische Besiedlung der Uterushdrner hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Rickgewinnung, Trubung und Blutbeimengung der Spulflissigkeit (p > 0,05), sowohl bei der
Auswertung der linken als auch der rechten Uterushorner. Bei linken sowie rechten probiotisch
besiedelten Uterushérnern konnte jedoch numerisch haufiger eine vollstandige
Rickgewinnung, ggr. Trubung und keine bis ggr. Blutbeimengung der Spiilflussigkeit
festgestellt werden (siehe Tab. 27 und 28).
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Tab. 26 Durchschnittliche Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen der linken und rechten Uterushdrner (getrennte Auswertung) anhand

der Blutbeimengung der Spulflussigkeit (1 = keine — ggr. Blutbeimengung, 2 = leichte — starke Blutbeimengung)

Blutbeimengung Blutbeimengung
Links (n =17) Rechts (n =17)
1(n=11) 2(n=06) 1(n=12) 2(n=5)
Erfolgsparameter e X + SD e X+ SD a x*SD an x *SD
Gewonnene Embryonen + | 5, 47,44 51 8546 | 82 6863 87  7,4%59
Oozyten
Taugliche Embryonen 28 25+29 37 6,2+5.2 51 43+4,1 18 3,6+3,3
(% von Gesamt) (46,4 £ 38,1 %) (74,6 £ 37,8 %) (64,3 £ 27,7 %) (64,7 £ 37,5 %)
Embryonen 1. Qualitat 23 21+27 33 55+47 43 3,6+3,5 13 26+3,0
(% von Tauglich) (77,1 £40,7 %) (75,1 £42,5 %) (90,9 + 15,6 %) (48,9 £ 46,2 %)
Degenerierte Embryonen 10 09+1,4 4 0,7+0,8 15 1,3+2,0 1 0,2+0,4
(% von Gesamt) (18,3 + 25,9 %) (6,7 +7,3%) (16,9 + 19,9 %) (1,3+2,8%)
Unbefruchtete Oozyten 14 1,3+1,8 10 1,7+ 3,6 16 1,3+2,2 18 3,6+3,9
(% von Gesamt) (35,4 £45,4 %) (18,8 £ 40,1 %) (18,8 £ 25,1 %) (34,1 £ 37,2 %)
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Bei linken potenziell pathogen und gemischt besiedelten Uterushérnern wurde haufiger eine
starker getribte Spulflissigkeit und bei gemischt besiedelten Hérnern ebenfalls eine starkere
Blutbeimengung beobachtet. Diese Beobachtung konnte jedoch bei den rechten
Uterushérnern nicht festgestellt werden. In diesen Fallen wiesen sowohl potenziell pathogen
als auch gemischt besiedelte Hoérner haufiger eine ggr. Tribung und keine bis ggr.

Blutbeimengung auf (siehe Tab. 27 und 28).

In 31 von 34 Fallen konnte eine Ubereinstimmung zwischen den Kategorien der Triibung und

der Blutbeimengung festgestellt werden.

Tab. 27 Haufigkeiten der Auspragungen der Riickgewinnung, Tribung und Blutbeimengungen

der Spulflissigkeit der linken Uterushoérner (n = 17) anhand der mikrobiellen

Besiedlung
Linke Uterushoérner
Riickgewinnung Tribung Blutbeimengung

o | Vollstandig Vermindert Gar. (1) Leicht— | Keine-  Leicht-

(1) (2) mgr. (2) | ggr.(1)  Stark (2)
PROB | 5 5 0 3 2 4 1
PATH | 9 8 1 4 5 6 3
MIX 3 2 1 1 2 1 2

Tab. 28 Haufigkeiten der Auspragungen der Rickgewinnung, Tribung und Blutbeimengungen

der Spulflissigkeit der rechten Uterushdrner (n = 17) anhand der mikrobiellen

Besiedlung
Rechte Uterushorner

Riickgewinnung Triibung Blutbeimengung

o, | Volistindig Vermindert | . ) Leicht— | Keine-  Leicht-

(1) (2) ar. mgr. (2) | ggr.(1) Stark (2)
PROB | 5 3 2 4 1 4 1
PATH | 6 5 1 4 2 4 2
MIX 6 6 0 4 2 4 2

4.1.4.7 Betriebseinfluss

Die 19 untersuchten und zur Embryonengewinnung gespllten Kihe dieser Studie stammen
von 15 verschiedenen landwirtschaftlichen Betrieben aus dem Zuchtgebiet des Vereins
Ostfriesischer Stammviehzichter. Wie bereits in Kapitel 3.1.11 dargelegt, war aufgrund der

Vielzahl der vertretenen Betriebe eine Analyse des Betriebseinflusses nicht mdglich.
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4.2 Studie 2 — Vergleichende Betrachtung des Uterusmikrobioms in den Hornspitzen
und im Corpus uteri an neun Schlachtkiihen

Die neun Schlachtkiihe dieser Studie befanden sich in der 1. bis 9. Laktation (4,8 £ 2,1) und
waren zwischen 22 und 275 (111,2 £ 90,7) DIM. Sechs Kuhe befanden sich in der
Frahlaktation (< 90 DIM) und drei Kuhe in der Spatlaktation (> 180 DIM).

Drei der neun Uteri wiesen symmetrische, gleich grole Uterushérner auf (S). Sechs Uteri
wiesen asymmetrisch grof3e Uterushorner auf (AS), wobei in funf Fallen das linke und in einem
Fall das rechte Uterushorn vergroRert war. Sechs Uteri wiesen drei- bis vierfingerstarke
Uterushérner (Glll) auf, wahrend drei Uteri etwas kleiner waren und in etwa zweifingerstarke
Uterushérner (GIl) aufwiesen. Die Ovarien der Schlachtorgane wurden vermessen. Das
kleinste Ovar war 2 cm x 1 cm x 0,5 cm (1 cm?®) und das groRte Ovar 4 cm x 4 cm x 2 cm
(32 cm3) groB. Im Schnitt wiesen die untersuchten Ovarien ein Volumen von 9,7 + 9,2 cm? auf.
Auf 11 von 18 Ovarien konnten aufderlich sichtbare Funktionsgebilde festgestellt werden.
Dabei konnte flr zwei Ovarien ein Blltegelbkoérper, fir ein Ovar ein Gelbkdrper in An- oder
Ruckbildung und fir drei Ovarien ein Corpus albicans dokumentiert werden. Drei Ovarien
trugen einen solitaren grélReren Follikel von 0,5 bis 0,8 cm Durchmesser, zwei Ovarien wiesen
multiple kleine Follikel auf und ein Ovar wies multiple kleine Follikel und einen gréfieren Follikel
von 1 cm Durchmesser auf. Ein Ovar trug einen Corpus albicans sowie einen solitaren Follikel
parallel. Sieben von neun Kiihen wiesen auf mindestens einem der beiden Ovarien ein aktives
Funktionsgebilde auf. Dabei wiesen alle drei Kiihe in der Spatlaktation und 4 der 6 Kuhe in der
Frihlaktation Funktionsgebilde auf. An den Schlachtorganen einer Kuh (29 DIM) konnte auf
keinem der beiden Ovarien ein duf3erlich sichtbares Funktionsgebilde festgestellt werden. Eine

Kuh (38 DIM) wies lediglich ein Corpus albicans auf einem der beiden Ovarien auf.

Die Spulflissigkeit der Lavage von jeder der drei untersuchten Uteruslokalisationen (linkes
Uterushorn, rechtes Uterushorn, Uteruskdrper) von jeder der neun Schlachtkihe wurde
mikrobiologisch untersucht. Sieben der 27 untersuchten Proben waren in den
mikrobiologischen Untersuchungen keimfrei/steril. Dabei handelte es sich um Proben von
3 linken Uterushoérnern, 2 rechten Uterushornern und 2 Uteruskdrpern von insgesamt 4 Tieren.
Drei dieser vier Tiere wiesen an mehr als einer Stelle einen keimfreien Befund auf. Weitere
8 Proben wiesen lediglich einen ggr. unspezifischen (unsp.) Keimgehalt auf. Die Befunde
keimfrei/steril und ggr. unspezifischer Keimgehalt werden im Folgenden gemeinsam
betrachtet, da der unspezifische Keimnachweis keine weiterfihrende mikrobiologische
Differenzierung und damit keine funktionelle Einordnung der Keime erlaubt. In 6 Proben
konnten ggr. coliforme Keime isoliert werden. Diese 6 Proben stammten aus 2 Kiihen aus allen

3 Lokalisationen. Drei dieser Proben eines Tieres wiesen ebenfalls eine hgr. Besiedlung von
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Proteus spp. auf. Trueperella pyogenes wurden in keiner der 27 Spllproben nachgewiesen.
Milchsaurebakterien (LAB) wurden in insgesamt neun Spulproben nachgewiesen. Die Uteri
von 3 Tieren waren in jeweils allen 3 Lokalisationen mit LAB besiedelt (siehe Tab. 29). Zwei
der drei Tiere waren in allen 3 Lokalisationen nur geringgradig besiedelt, was sich in der Kultur
in 1 bis 17 KbE/ml darstellte. In einem Uterus konnte eine hdhere Anzahl an koloniebilndenden
Einheiten nachgewiesen werden. Im Korpus belief sich dies auf 900 KbE/ml, im rechten
Uterushorn auf 120 KbE/ml und im linken Uterushorn auf 4100 KbE/ml. Dieser Uterus, war
derjenige, der ebenfalls mit coliformen Keimen und Proteus spp. besiedelt war. Die

Bakteriengattung Lactobacillus konnte nicht nachgewiesen werden.

Tab. 29 Anzahl bakterieller Nachweise in den Lokalisationen (Corpus uteri, linkes Horn,

rechtes Horn) in 9 Uteri

Lokalisation Steril/ggr Coliforme | Proteus Trueperella LAB
Keimgehalt Keime spp- pyogenes

Corpus uteri 5 2 1 0 3

Linkes Uterushorn 5 2 1 0 3

Rechtes Uterushorn 5 2 1 0 3

Gesamt 15 6 3 0 9

Die Gesamtbetrachtung der bakteriellen Mikrobiota der drei Lokalisationen ergab, dass
insgesamt 15-mal ein keimfreies bzw. nur ggr. unspezifisch besiedeltes Uterusmikrobiom
diagnostiziert wurde. Insgesamt waren 6-mal nur LAB und 3-mal nur potenziell pathogene
Keime nachweisbar. Die Proben von 3 Nachweisen ergaben eine Besiedlung mit sowohl
potenziell pathogenen Keimen als auch LAB und wurden daher als gemischte Mikrobiota
klassifiziert (siehe Abb. 24).

m Steril / ggr. unspezifisch
= LAB
m Potenziell pathogen

Gemischt

Abb. 24 Bakterielle Keimbesiedlung von 27 Spllproben
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Bei allen neun Schlachtkiihen wiesen die drei untersuchten Lokalisationen der jeweiligen
Gebarmutter eine identische qualitative Einschatzung der bakteriellen Mikrobiota auf. Funf
Tiere wiesen in allen drei Lokalisationen eine sterile bzw. unspezifische Besiedlung auf. Bei
zwei Tieren wurde in allen drei Uteruslokalisationen eine reine Besiedlung mit LAB festgestellt.
Der Uterus einer Kuh wies an allen drei Lokalisationen eine potenziell pathogene Mikrobiota
auf und war mit coliformen Keimen besiedelt. Eine weitere Kuh wies in allen drei
Uteruslokalisationen ein gemischtes Keimmilieu aus coliformen Keimen, Proteus spp. und

Milchsaurebakterien auf (siehe Tab. 30).

Tab. 30 Bakterielle Besiedlung der drei Lokalisationen (linkes Horn, Corpus uteri, rechtes
Horn) der Uteri (n = 9)

Kuh Linkes Horn Corpus uteri Rechtes Horn

1 Gemischt Gemischt Gemischt

2 LAB LAB LAB

3 LAB LAB LAB

4 Ggr. unsp. Keimgehalt Ggr. unsp. Keimgehalt Ggr. unsp. Keimgehalt
5 Steril Steril Ggr. unsp. Keimgehalt
6 Potenziell pathogen Potenziell pathogen Potenziell pathogen

7 Steril Ggr. unsp. Keimgehalt Steril

8 Ggr. unsp. Keimgehalt Ggr. unsp. Keimgehalt Steril

9 Steril Steril Ggr. unsp. Keimgehalt

In keiner der 27 untersuchten Spulproben konnte ein Nachweis flr Schimmelpilze erbracht
werden. Hefen wurden hingegen in zwei Uterushérnern und einem Uteruskdrper aus zwei
Tieren nachgewiesen. Ein Tier wies einen positiven Hefenachweis im rechten Uterushorn und
Uteruskorper auf. Weitergehend wurde in den drei Lokalisationen dieses Tieres lediglich ein
gar. unspezifischer Keimgehalt festgestellt. Der Uterus dieses Tieres war symmetrisch und
wies ein Corpus luteum auf dem kontra- sowie einen solitdren Follikel auf dem ipsilateralen
Ovar zum positiven Horn auf. Bei dem anderen positiv getesteten Tier wurden die Hefen
lediglich im linken Uterushorn nachgewiesen. Des Weiteren wies der Uterus an allen drei
Lokalisationen einen unspezifischen Keimgehalt sowie positive Nachweise flir coliforme
Keime auf. Das auf Hefen positiv getestete Uterushorn war kleiner als das kontralaterale Horn.

Auf den Ovarien dieser Kuh konnten keine Funktionsgebilde festgestellt werden.
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5 Diskussion

5.1 Studie 1 — Potenzieller Einfluss von Laktobazillen auf in vivo gewonnene
Rinderembryonen

5.1.1 Mikrobiologische Nachweise

Wahrend nach der Geburt ein breites Spektrum an Bakterienarten im Uterus nachweisbar ist,
nimmt der Prozentsatz kultivierbarer Bakterien im Verlauf der Laktation rasch ab (Elliott et al.,
1968; Griffin et al., 1974; Sheldon et al., 2002a, 2002b). Kiuhe, die sich in der mittleren
Laktationsphase befanden, wiesen nach Lietaer et al. (2021) nur noch ein Mikrobiom mit
geringer Biomasse auf. Die sehr geringen Anzahlen an Bakterien machen den bakteriellen
Nachweis schwierig. Dies stellte sich auch in der vorliegenden Untersuchung dar. Die Proben
der zurlickgewonnenen Spulflissigkeit wurden auf Spezialagar (MRS und Rogosa-SL)
ausgestrichen, sowohl direkt als auch nach vorheriger Kultivierung in MRS- und
Rogosa-SL-Medium. Es folgte eine Entnahme der Bakterien aus den anwachsenden Kolonien
und der Vorgang wurde weitere drei Mal wiederholt, um eine Reinheit des Bakterienstammes
zu gewabhrleisten. Im Durchschnitt konnten je Uterushorn nur 1,7 bakteriologische Nachweise
erbracht werden. Bei zu erwartender geringerer bakteriologischer Biomasse im Uterus von
Rindern hat sich daher die 16S rRNA-Analyse in vielen Studien etabliert (Karstrup et al., 2017;
Lietaer et al., 2021; Moore et al., 2017). Vorteile dieser 16S rRNA-Untersuchungsmethode
stellen die quantitative Analyse von taxonomischen Einheiten dar und der Nachweis von
Bakterien, die schwer im Anzuchtverfahren anwachsen und somit nachzuweisen sind.
Nachteile dieser 16S rRNA-Untersuchungsmethode stellen der Nachweis eventuell bereits
abgestorbener Bakterien dar. Die in dieser Studie durchgefiihrte Methode der Anzucht der
Bakterien ermoglichte eine Analyse der lebenden Bakterienarten, wobei das Ziel verfolgt
wurde, insbesondere verschiedene Laktobazillenarten zu identifizieren. Lyu et al. (2020)
untersuchten ebenfalls wie in der vorliegenden Studie das uterine Mikrobiom in den
Uterushérnern anhand der rickgewonnenen Splulflissigkeit zum Zeitpunkt der
Embryonengewinnung. Mittels 16S rRNA-Genanalyse wurden die Bakterienphyla analysiert.
Eine weitergehende Untersuchung des uterinen Mikrobioms der Uterushérner zum Zeitpunkt
der Embryonengewinnung, die eine Zwischenldsung zwischen den quantitativen Ergebnissen
auf Phylum-Ebene von Lyu et al. (2020) und den qualitativen Ergebnissen auf Bakterienart-

Ebene der vorliegenden Studie bietet, ware von gro3em Interesse.

Auf Phylum-Ebene wurden in der vorliegenden Studie Bacillota mit 65,2 % der Nachweise am
haufigsten gefolgt von Proteobacteria mit 27,3 % der Nachweise isoliert. Die Phyla
Actinomycetota (ehemals Actinobacteria) und Chlamydiae konnten 4- bzw. 1-mal

nachgewiesen werden. Dies widerspricht den Untersuchungen von Lyu et al. (2020) an
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superovulierten Kilhen und Lietaer et al. (2021) an Kiihen in der Mitte der Laktation, die jeweils
den grolten Anteil bei dem Phylum Proteobacteria gefolgt von dem Phylum Bacillota
ausmachten. Der geringste Anteil konnte in beiden Studien bei dem Phylum Bacteroidota
beobachtet werden. Dieses Phylum wurde in der eigenen Arbeit aus keiner Probe isoliert. Im
Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung wurde in beiden Studien das Mikrobiom per
16 S rRNA-Genanalyse evaluiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie entsprechen eher
den Nachweisen des uterinen Mikrobioms bei der Frau (Baker et al., 2018). In der
Ubersichtsarbeit von Baker et al. (2018) zeigte sich, dass in den meisten jedoch nicht allen
Studien in der Humanmedizin das Phylum Bacillota am haufigsten nachgewiesen wurde.
Lactobacillus stellte das am haufigsten nachgewiesene Genus dar (Kyono et al., 2019; Mitchell
et al., 2015; Verstraelen et al., 2022). Es ist jedoch anzumerken, dass viele Studien in der
humanen Reproduktionsmedizin an Frauen durchgefihrt werden, die eine nicht das Mikrobiom
betreffende Einschrankung der Fruchtbarkeit (vorangegangene diverse Operationen, uterine

Polypen, verschiedene Zysten, notwendige IVP) aufweisen.

Gartner et al. (2015) untersuchten Cytobrush-Proben aus dem Uteruskdrper von Milchkihen
40-90 DIM mittels Reinzucht-Verfahren, wie in der vorliegenden Studie und wiesen in 6 von
11 Tieren (54,5 %) Bakterien der Familie Lactobacillaceae als potentiell probiotische Keime
nach. Dabei identifizierten sie 9 verschiedene Lactobacillus-lsolate der funf Laktobazillenarten
L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus, L. plantarum und L. similis. Zusatzlich wurde dreimal
Weissella paramesenteroides und einmal Pediococcus pentosaceus isoliert. In der eigenen
Untersuchung konnten in 68,4 % der Kiihe (13 von 19) potenziell probiotische Keime im Uterus
nachgewiesen werden. In dieser Einteilung wurden zu den potenziell probiotischen Keimen
neben Vertretern der Ordnung Lactobacillales (LAB) auch Bakterien der Ordnung Bacillales,
speziell der Familien Bacillaceae und Heyndrickxiaceae gewertet. Diese identifizierten bzw.
untersuchten Gartner et al. (2015) nicht. In der vorliegenden Untersuchung wurden in 8 von
19 (42,1 %) Uteri LAB mit Vertretern der Familien Lactobacillaceae und Enterococcaceae
nachgewiesen. Auch bei ausschlieRlicher Betrachtung der von Gartner et al. (2015) isolierten
Gattungen Lactobacillus, Weissella und Pediococcus konnten diese in der vorliegenden
Untersuchung insgesamt 14-mal sowie in 8 von 19 Uteri (42,1 %) diagnostiziert werden. Somit
traten in der eigenen Untersuchung diese Bakteriengattungen zu tber 10 %-Punkten seltener
auf. Jedoch ist anzumerken, dass sowohl die eigene Studie als auch die von Gartner et al.
(2015) relativ wenige (19 bzw. 11) Tiere untersucht haben und somit die Ergebnisse von
Einzeltieren einen groRen Einfluss auf den Anteil nahmen. Die Haufigkeit der Nachweise der
drei untersuchten Gattungen der Milchsaurebakterien differieren in den beiden Studien um
ca. 12 %-Punkte. Die Gattung Lactobacillus wurde in der Studie von Gartner et al. (2015) in

5 von 11 Uteri (45,5 %) und in der eigenen Studie hingegen deutlich seltener in 5 von 19 Uteri
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(26,3 %) beobachtet. L. buchneri konnte bei Gartner et al. (2015) lediglich bei einem Tier aus
dem Uterus isoliert werden. In der eigenen Studie belief sich dies auf drei Nachweise von
L. buchneri aus dem Uterus von zwei verschiedenen Tieren. Die Bakterienisolate
Weissella paramesenteroides und Pediococcus pentosaceus wurden in der vorliegenden
Untersuchung ebenfalls drei- bzw. einmal nachgewiesen. Machado et al. (2012) konnten
mittels 16 S rRNA Genanalyse, die im eigenen Versuch am haufigsten vorliegenden
Bakteriengattungen Staphylococcus, Escherichia und Lactobacillus in 65 %, 46 % und 41 %
der Uteri gesunder Kiihe nachweisen. Dies belief sich in der vorliegenden Studie auf 47,4 %,
47,4 % und 30,0 %. Somit konnten die Gattungen Staphylococcus und Lactobacillus um tGber

10 %-Punkte seltener und das Genus Escherichia gleich haufig nachgewiesen werden.

In die vorliegende Arbeit wurden ausschlieBlich Tiere mit aufgenommen, die bereits
mindestens einmal gekalbt hatten. Ein bakterieller Eintrag in den Uterus wahrend der Geburt
ist unvermeidlich, weshalb ein diverseres Mikrobiom bei Kihen zu erwarten ist. Zum Zeitpunkt
der Geburt sind die physischen Barrieren der Vulva, Vagina und Zervix geschwacht und es
kommt zum Eintrag von Bakterien aus der Umgebung, der menschlichen Haut und dem Kot in
den Genitaltrakt (Bromfield et al., 2015). Dies stellt nach Baker et al. (2018) und Altmae (2018)
einen der Eintrittswege von Bakterien in den weiblichen oberen Genitaltrakt dar. Das uterine
Mikrobiom kann jedoch auch durch die Einfiihrung vaginaler Bakterien durch Verfahren der
assistierten Reproduktionsmedizin wie u. a. die instrumentelle Besamung und durch
Bestandteile des seminalen Mikrobioms beeinflusst werden (Adnane & Chapwanya, 2022;
Altmae, 2018; Baker et al., 2018; Givens, 2018). Eine hdmatogene Ausbreitung von Bakterien
aus dem Darm mit anschlielender Besiedlung des Uterus stellt ebenfalls einen weiteren
Eintragsweg dar. Dieser Eintragsweg hat zum Konzept der ,Hypothese des endogenen
Weges" gefuihrt, was neben der Etablierung von Endometritiden auch hinsichtlich der uterinen
Besiedlung mit potenziell probiotischen Keimen nicht auler Acht gelassen werden darf
(Appiah et al., 2020). Einige landwirtschaftliche Betriebe verwenden Siliermittel auf Basis
homo- und heterofermentativer Milchsaurebakterien, die unter anderem L. buchneri und
weitere Laktobazillen enthalten. Silierzusatzstoffe sind in der Europaischen Union durch die
EG-Verordnung 1831/2003 reguliert. Sie werden als Futterzusatzstoffe klassifiziert und
unterliegen einer amtlichen Zulassung, bei der die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit aller
Wirkstoffe geprift wird. Ziel des Einsatzes von Silierzusatzstoffen ist eine Verbesserung des
Garverlaufes, der aeroben Stabilitat, der Verdaulichkeit der Silage sowie eine Reduktion des
Garsaftes und eine Verhinderung der Vermehrung von Clostridien (DLG-Qualitatssiegel). Der
Einsatz homofermentativer LAB flihrt durch eine vermehrte Bildung von Laktat zu einem
reduzierten pH-Wert und auch zu niedrigeren Werten von Essigsaure und Ethanol in der

Silage. Der Einsatz von heterofermentativen LAB verbessert insbesondere die aerobe
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Stabilitat der Silage (Nussbaum, 2012). Es ist zu vermuten, dass in Betrieben, die Siliermittel
mit LAB verwenden, eine durch den hamatogenen und vaginalen Eintragsweg bedingte
Anreicherung von LAB im Uterus von Milchkiihen méglich ist (Fardini et al., 2010; Han et al.,
2004; Jeon et al., 2017). Der Einsatz von Silierzusatzstoffen wurde in der vorliegenden Studie
nicht dokumentiert. Daher konnte dieser Einflussfaktor auf das uterine Mikrobiom nicht

untersucht werden. Dies ware von Interesse in einer weiteren Studie.

5.1.2 Ergebnisse der Embryonengewinnung

Die Erfolgsparameter der Embryonengewinnung dieser Studie entsprechen den deutschland-
sowie europa- und weltweiten Vergleichswerten des Referenzjahres 2022 (IETS, 2023). Im
Jahr 2022 wurden bei weltweit 34.453 In-vivo-Embryonengewinnungen bei Tieren von
Milchrassen im Durchschnitt 8,3 Embryonen und Eizellen gewonnen. Von diesen waren
68,9 % transfertauglich, was einer durchschnittlichen Anzahl von 5,7 tauglichen Embryonen
pro Embryonenspulung entspricht. In Europa konnten ahnliche Zahlen dokumentiert werden.
Bei 18.746 durchgefuhrten In-vivo-Embryonengewinnungen konnten durchschnittlich
8,7 Embryonen/Oozyten gewonnen werden, wovon 6,0 Embryonen transfertauglich waren.
Dies entsprach einer Rate transfertauglicher Embryonen von 69,1 % (IETS, 2023). Der
Bundesverband Rind und Schwein e. V. (BRS) verzeichnete bei den Embryonengewinnungen
bei schwarzbunten Deutsch Holstein Rindern und Kiuihen bei 2.238 Spulungen im Jahr 2022
15.808 gesamt gewonnene Embryonen und Eizellen und 11.231 transfertaugliche Embryonen.
Dies belief sich auf durchschnittlich 5,0 bzw. 71,0 % transfertaugliche Embryonen pro Spilung.
Die IETS und der BRS differenzierten in ihren Daten nicht, ob Rinder (Nullipara) oder Kihe
(Uni- oder Multipara) als Donoren fiur die Embryonengewinnung genutzt wurden. In der
vorliegenden Studie wurde eine durchschnittliche Anzahl von 11,9 + 9,6 Embryonen und
Eizellen pro Spulung bei Kiihen ermittelt. Davon waren im Durchschnitt 7,3 £ 6,9 Embryonen
transfertauglich, was einer Rate von 65,4 + 30,7 % entspricht. Somit konnte in der vorliegenden
Arbeit geringgradig schlechtere Ergebnisse in der Rate transfertauglicher Embryonen jedoch
durchschnittlich bessere Ergebnisse in der Anzahl gesamt gewonnener Embryonen und
Oozyten sowie transfertauglichen Embryonen im deutschlandweiten, europaischen und

weltweiten Vergleich erzielt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Studie lieBen sich ebenfalls im Vergleich mit anderen
wissenschaftlichen Studien sehr gute Ergebnisse beobachten. Die Kihe wiesen im
Durchschnitt 12,0 + 4,5 Gelbkdrper auf den Ovarien auf. Im Vergleich zu den Studien von
Bezdicek et al. (2015) und Makarevich et al. (2016), die ebenfalls eine Superovulation mit

Pluset® durchfiihrten, jedoch nur eine Ovarreaktion von durchschnittlich 8,1 + 4,6 bzw.
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7,2 £ 0,6 Gelbkoérpern pro Tier dokumentierten, reagierten die Kiihe der eigenen Untersuchung
starker auf die Superovulation. Carvalho et al. (2013) beobachteten hingegen nach der
Verwendung von Folltropin® eine bessere Ovarreaktion, mit 17,7 + 3,4 und 19,1 + 3,7
Gelbkoérpern pro Kuh in zwei Versuchsgruppen. Mit einer Embryonengewinnungsrate von
72,4 + 28,1 % wurden in der vorliegenden Studie die hochste Ausspulrate (Embryonen und
Eizellen prozentual zu der Anzahl der Gelbkérper) im Vergleich zu anderen Studien gewonnen
(BezdicCek et al., 2015; Carvalho et al., 2013; Chebel et al., 2008; Makarevich et al., 2016;
Sartori et al., 2002). Die Ergebnisse der eigenen Studie mit 11,9 + 9,6 gesamt gewonnenen
Embryonen und Eizellen und 7,3 + 6,9 transfertauglichen Embryonen sind vergleichbar mit
denen aus der Studie von Mikkola & Taponen (2017a), die Donoren entweder mit Pluset® oder
Folltropin® superovulierten. Darliber hinaus konnten sogar bessere Ergebnisse als in den
Studien von Carvalho et al. (2013), Chebel et al. (2008), Bezdi¢ek et al. (2015) sowie
Makarevich et al. (2016) beobachtet werden. Die Rate transfertauglicher Embryonen von
65,4 £ 30,7 % ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Mikkola & Taponen (2017a) mit 61,9 %
(Pluset®) und 65,1 % (Folltropin® ) sowie Makarevich et al. (2016) mit 66,5 % und besser als
in den Studien von Carvalho et al. (2013) und Sartori et al. (2002), wobei Raten zwischen
40,6 % und 52,8 % erreicht wurden. Ebenfalls die durchschnittichen Anzahlen der
degenerierten Embryonen (1,6 £ 2,2) und der unbefruchteten Eizellen (3,1 £ 4,4) sind in der
vorliegenden Studie mit den Ergebnissen der Embryonengewinnungen von finnischen
Milchkiilhen mit Pluset® von Mikkola & Taponen (2017a) vergleichbar (degenerierte
Embryonen: 1,7; unbefruchtete Eizellen: 3,1). Die Tiere der Folltropingruppe wiesen ggr.
weniger unbefruchtete Eizellen (2,2) auf (Mikkola & Taponen, 2017a). Dies spiegelt sich auch
in vergleichbaren Raten von degenerierten Embryonen und unbefruchteten Eizellen wider. Der
Anteil degenerierter Embryonen war in den Untersuchungen von BezdicCek et al. (2015) mit
21,87 + 28,3 % deutlich héher als in der eigenen Studie (11,2 £ 16,3 %).

Nur in wenigen Studien wurden die Ergebnisse der Embryonengewinnung horngetrennt
ermittelt. Sartori et al. (2003a) untersuchten bei Rindern den Unterschied zwischen
Hornspllungen, bei denen der Katheter tief im Uterushorn platziert wird (Ballon ca. 7 cm
kaudal der Hornspitze) und Hornspilungen, bei denen der Ballon des Katheters ca. 5 cm
kranial der Bifurkation platziert wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde der Ballon des
Spulkatheters auf Héhe der grolden Kurvatur platziert. Dies entspricht einer mittleren Hohe im
Vergleich zu den beiden Techniken von Sartori et al. (2003a). Sartori et al. (2003a)
beobachteten hochsignifikant schlechtere Ergebnisse in der Embryonengewinnungsrate
(37,4 £6,5 % vs. 63,9 + 8,6 %) sowie signifikant schlechtere Ergebnisse in der Anzahl gesamt
gewonnener Embryonen und Eizellen (3,9 + 0,8 vs. 5,4 + 1,1) bei tiefen Hornspilungen. Die

Anzahl transfertauglicher Embryonen war nur tendenziell geringer bei tiefen Hornspulungen.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind mit einer Embryonengewinnungsrate von
63,0 £ 34,1 %, durchschnittlich 5,9 + 5,2 gesamt gewonnenen Embryonen und Eizellen sowie
3,6 £ 3,8 transfertauglichen Embryonen pro Hornspulung mit den besseren Ergebnissen von
Sartori et al. (2003a) vergleichbar. Es ist jedoch anzumerken, dass in der Studie von
Sartori et al. (2003a) Rinder als Donoren eingesetzt wurden, die im Vergleich zu Kiihen einen
deutlich kleineren Uterus aufweisen, wahrend die vorliegende Untersuchung ausschlieflich

Kihe umfasst.

5.1.3 Mikrobiologischer Einfluss auf die Embryonenqualitat

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, einen intensiven Einblick in die Mikrobiota
und das Mikrobiom der Uterushornspitzen zu erlangen und dessen Einfluss auf die Qualitat in
vivo gewonnener Rinderembryonen zu beleuchten. Die zugrunde liegende Hypothese war,
dass das Vorhandensein potenziell probiotischer Keime in der Uterushornspitze zu einer
Verbesserung der Embryonenqualitat fihrt. Dies legt die weitere Hypothese zugrunde, dass
das Vorhandensein potenziell pathogener Keime einen negativen Einfluss auf die Qualitat der
Embryonen auslbt. Insbesondere der Einfluss eines mdglicherweise vorhandenen

Lactobacillus buchneri sollte evaluiert werden.

Bei der vergleichenden Betrachtung der Embryonengewinnungen der Uterushdrner konnten
keine Unterschiede hinsichtlich der Anzahl gewonnener Embryonen und Eizellen sowie der
Anzahlen und Raten der tauglichen Embryonen, Embryonen 1. Qualitdt, degenerierten
Embryonen und unbefruchteten Eizellen in Abhangigkeit zum ermittelten Uterusmikrobiom
festgestellt werden. Weder die potenziell pathogen besiedelten Horner (PATH) wiesen
schlechtere noch die potenziell probiotisch besiedelten Uterushérner (PROB) wiesen bessere
Erfolgsparameter der Embryonengewinnung auf. Ebenfalls bei den gemischt besiedelten
Hornern (MIX) konnten keine signifikanten Unterschiede in allen untersuchten Parametern
festgestellt werden. Aufgrund der geringen Anzahl an Nachweisen des Lactobacillus buchneri
in drei Uterushornern bei zwei Donoren, konnte der Einfluss dieses speziellen Keims

statistisch nicht untersucht werden.

Uber den direkten Einfluss der bakteriellen Besiedlung im Uterus auf in vivo gewonnene
Rinderembryonen liegen derzeit nur zwei Studien vor. Rasolomboahanginjatovo et al. (2014)
analysierten vergleichend bei nicht superovulierten und superovulierten Kihen verschiedene
Parameter in der Uteruslavage und im Serum. Die Superovulation erfolgte zweimal taglich
Uber vier Tage mit einer abnehmenden Dosierung von pFSH (Folltropin®). Es wurde, im

Gegensatz zur eigenen Arbeit, die bakterielle Besiedlung nicht horngetrennt untersucht. In der
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Kontrollgruppe lag bei einer von 7 Kuhen (14,2 %) ein positiver bakterieller Befund
(Enterococcus sp.) vor. In der Superovulationsgruppe wurden bei 3 von 28 Kuhen (10,7 %)
Bakterien in der Spulflissigkeit nachgewiesen (Trueperella spp., Pseudomonas spp.,
Corynebacterium spp.). Im Einklang mit den Ergebnissen der eigenen Arbeit, konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der bakteriellen Besiedlung und der Anzahl

transfertauglicher Embryonen beobachtet werden.

Lyu et al. (2020) untersuchten die uterine Mikrobiota in den Hornspitzen bei der
Embryonengewinnung von 10 chinesischen Kiihen einer fleischbetonten Hybridrasse mit Bos
indicus-Anteil. Im Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung wurden die Kiihe bei Lyu et al.
(2020) unabhangig ihres Zyklusstatus mit einer CIDR-Progesteronspange behandelt. Das
Superovulationsprogramm mit einem FSH-Produkt von BIONICHE startete sechs Tage spater.
Aulerdem wurden die Spllungen je Horn mit 250 ml statt 600 ml wie in der eigenen Studie
durchgefuhrt. Lyu et al. (2020) untersuchten im Anschluss die Mikrobiota der Spulflissigkeit
beider Uterushoérner zusammen. Die Analyse der uterinen Keimbesiedlung erfolgte ohne
vorherige Anzucht auf Nahrbéden mittels 16S rRNA-Genanalyse und die Bakterien wurden
auf Phylum-Ebene bestimmt. Die Uterusproben wurden um Proben des Zervixschleims
erganzt. Eine Einteilung der Embryonengewinnungen erfolgte anhand des Anteils an
Embryonen mit sehr guter Qualitat in drei Klassen: A umfasste Spulungen mit mehr als 80 %
Embryonen sehr guter Qualitat, B einen Anteil von 40—-80 % und C einen Anteil von weniger
als 40 %. Lyu et al. (2020) stellten in allen drei Klassen fest, dass die uterine Mikrobiota zu
Uber 78 % durch das Phylum Proteobacteria dominiert wurde. Sie beobachteten, dass mit
kontinuierlich abnehmender Embryonenqualitat von Spilungen der Klasse A bis C der Anteil
des Phylum Proteobacteria von 95,6 % uUber 91,3 % zu 78,9 % abnahm. Der Anteil der Phyla
Bacillota und Bacteroidota stieg demgegenuber signifikant an. Die Spulflissigkeit der
Spulungen der Klasse A wies einen Anteil von 2,4 % Bacillota und 0,6 % Bacteroidota auf,
wahrend es in Spulungen der Klasse B 4,0 % bzw. 1,3 % und der Klasse C 10,95 % bzw.
7,4 % waren. Das Verhéaltnis von Bacillota zu Bacteroidota sank mit abnehmender
Embryonenqualitdt. Die Autoren kamen daher zu dem Schluss, dass das Phylum
Proteobacteria keinen und die Phyla Bacillota und Bacteroidota einen negativen Einfluss auf
die frihe Embryonalentwicklung nehmen. Die Autoren gaben jedoch in den Ergebnissen kein
Signifikanz-Level an und lieRen auch die Frage unbeantwortet, ob sich die Signifikanz
zwischen den Anteilen an Bacillota und Bacteroidota auf alle drei Klassen der
Embryonenqualitdt bezog oder nur auf den Unterschied zwischen Klasse A und C.
Ein Vergleich der eigenen Studie und der von Lyu et al. (2020) ist aufgrund des
unterschiedlichen Studiendesigns und der Auswertung nur schwer mdglich. Der grofte

Unterschied in den Studien liegt in der nachgewiesenen Ebene (Phylum bzw. Art) der
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Systematik der Bakterien. Lyu et al. (2020) untersuchten mit einer 16S rRNA-Genanalyse die
Bakterienphyla. Wahrend diese Untersuchung eine allumfassendere qualitative und
quantitative Analyse der Mikrobiota ermdéglicht, werden jedoch aktive wie auch inaktive
Bakterien nachgewiesen. Mit der Untersuchungsmethode in der vorliegenden Studie mit
vorangehender dreimaliger Subkultivierung der Bakterienisolate aus den Spllproben ist eine
quantitative Analyse nicht mdglich, jedoch wird sichergestellt, dass nur lebende
Mikroorganismen nachgewiesen werden. Lyu et al. (2020) wiesen das Phylum Proteobacteria
nach, welches aus gramnegativen Bakterien besteht. Dieses Phylum gliedert sich in funf
Klassen mit zahlreichen Ordnungen und vereint damit tausende Bakterienarten. Zu den darin
vertretenen Gattungen zahlen unter anderem Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pasteurella,
Pseudomonas und Coxiella. Ahnlich verhélt es sich bei den Phyla Bacteroidota, zu denen die
Gattungen Prevotella und Bacteroides gehdren, sowie bei den Bacillota, zu denen unter
anderem die grampositiven Ordnungen Lactobacillales, Bacillales und Clostridiales zahlen
(Hashmi et al., 2020; Imhoff, 2005; Johnson et al., 2017; Ludwig et al., 2009). In der
vorliegenden Studie erfolgte eine Einteilung der Bakterienarten aufgrund ihres potenziellen
pathogenen oder probiotischen Potenzials und anhand dessen wurde der Einfluss auf die
Embryonen untersucht. Lyu et al. (2020) hingegen nutzten die phylogenetische
Verwandtschaft als Grundlage fir die Untersuchung des Einflusses. So konnte
Lyu et al. (2020) feststellen, dass mit steigendem Anteil der Phyla Bacillota und Bacteroidota
der Anteil der Spulungen mit einer geringeren Anzahl an Embryonen sehr guter Qualitat sinkt.
Sie werteten jedoch nicht wie in der vorliegenden Studie den Einfluss auf die klassischen
Erfolgsparameter der Anzahl und Anteil gesamt gewonnener, transfertauglicher sowie
degenerierter Embryonen und unbefruchteter Eizellen aus. In diesen Parametern konnte in
der vorliegenden Studie kein Einfluss der potenziell pathogenen und probiotischen Bakterien

beobachtet werden.

Die Hypothese eines positiven Einflusses eines probiotischen Uterusmilieus auf die
Embryonenqualitdt beruft sich auf Studien der bovinen Reproduktionsmedizin. In
verschiedenen Untersuchungen konnte ein positiver Einfluss probiotischer Keime
insbesondere von Milchsaurebakterien (LAB) auf die Fertilitdt von Rindern beobachtet werden
(Ametaj et al., 2014; Deng et al., 2015a; Genis et al., 2016; Machado et al., 2012; Peter et al.,
1989). Machado et al. (2012) konnten zeigen, dass bei tragenden Kiihen prozentual mehr
Tiere ein Laktobazillen-positives Uterusmikrobiom aufwiesen als bei Kuhen, die am
200. Laktationstag noch nicht tragend waren. Laktobazillen produzieren Milchsaure sowie
andere organische Sauren, Wasserstoffperoxid und Bakteriozine, die den pH-Wert des Milieus
senken und das Wachstum pathogener Keime inhibieren kdnnen (Cantoni et al., 1989; Dahiya
& Speck, 1968; Wheater et al., 1952). Dies bestatigten Genis et al. (2016), die in
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In-vitro-Versuchen eine E. coli-Infektion von Endometriumszellen signifikant durch den Einsatz
von Lactobacillus sakei, L. reuteri und Pediococcus acidilacti reduzieren konnten. Eine
intravaginale Anwendung von LAB um den Zeitpunkt der Geburt bei Holsteinkiihen flhrte in
den Untersuchungen von Deng et al. (2015a, 2015b) und Ametaj et al. (2014) zu einer
beschleunigten Uterusinvolution, einer geringeren Inzidenz von Gebarmutterinfektionen und
vaginalem Ausfluss sowie einer kirzeren Gustzeit. Peter et al. (2018) konnten ebenfalls nach
einer einmaligen intrauterinen Administration von Lactobacillus buchneri 30 Tage p.p. bei

Holsteinkihen bessere Erstbesamungserfolge und eine kiurzere Gustzeit beobachten.

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, weshalb in der vorliegenden Studie keine
positiven Effekte eines probiotischen Uterusmilieus auf die Embryonenqualitat nachgewiesen
werden konnten. Hierfir kommen mehrere mdgliche Erklarungsansatze in Betracht. Eine
maogliche Erklarung besteht darin, dass die Embryonen diesem Milieu nicht lange genug
ausgesetzt waren, um einen nachweisbaren Effekt aufzuzeigen. Bei superovulierten Kihen
treten die ersten Embryonen und Eizellen (ca. 15 %) bereits bis 72 Stunden, der Hauptanteil
der Embryonen und Eizellen (65 %) dann zwischen 72 und 96 Stunden nach Ostrusbeginn
vom Ovidukt in die Uterushornspitze ein (EI-Banna & Hafez, 1970; Hamilton & Laing, 1946;
Moore, 1975). In der vorliegenden Studie wurden die Versuchskihe 12 bis 16 Stunden nach
Ostrusbeginn erstmals kiinstlich besamt und sechseinhalb bis sieben Tage spater wurden die
Embryonen aus dem Uterus gewonnen. Somit ist der Grofteil der Embryonen lediglich drei
bis vier Tage dem Uterusmilieu ausgesetzt. In der Studie von Peter et al. (2018) konnte nach
intrauteriner Administration von L. buchneri ein besserer Erstbesamungserfolg und eine
kirzere Gustzeit bei behandelten gesunden Tieren und Tieren mit subklinischer Endometritis
(SE) beobachtet werden. Die Autoren flhren dies aufgrund ihrer Untersuchung von
verschiedenen Genexpressionen im Endometrium auf eine Downregulation des uterinen
Immunsystems um den Besamungszeitpunkt zurlick. Dies wirkte sich daraufhin vorteilhaft auf
das Uberleben und die Implantation des Embryos aus. Da in der vorliegenden Studie jedoch
die Embryonen an Tag 7 nach der Besamung aus dem Uterus herausgespult wurden, kann
der von Peter et al. (2018) potenziell positive Einfluss auf das Endometrium zum Zeitpunkt der
Implantation (ab D 15; Guillomot et al., 1981) keinen Einfluss auf die Embryonen nehmen.
Anhnliche Aspekte missen bei der Betrachtung der humanen IVP-Studien von
Moreno et al. (2016, 2022) an Rezipienten beachtet werden. In der humanen assistierten
Reproduktion sind Donoren und Rezipienten zwar in der Regel der gleiche Patient, jedoch
findet die embryonale Entwicklung in vitro statt. Zusatzlich ist anzumerken, dass es sich in der
Humanmedizin zumeist um Frauen bzw. Paare mit eingeschrankter Fruchtbarkeit handelt,
weshalb auf eine IVP zurlickgegriffen wird. Es gilt weiterhin zu bedenken, dass die Frauen

hormonell stimuliert sind und der Embryo folglich in dieses Milieu Gbertragen wird. In diesem
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Kontext stellt sich die Frage, inwiefern das Uterusmilieu durch hormonelle Beeinflussung
verandert wird. Moreno et al. (2016) konnten in ihren Studien nach Embryotransfer in ein
Lactobacillus-dominiertes Uterusmilieu bessere Einnistungsraten von tber 60 % zu 23 % bei
einem nicht Lactobacillus dominierten Uterusmilieu verzeichnen. Hier ist ebenfalls von
Relevanz, dass sich die Embryonen deutlich langer im probiotischen Uterusmilieu der
Empfangerin aufhielten. Der Erfolg wurde anhand des Implantationserfolges ausgemacht. Es
wurden keinerlei direkte Einflisse auf die Embryonenqualitat untersucht. Daher bedarf es
weiterer Studien beim Rind, die den Einfluss des uterinen Mikrobioms auf die
Trachtigkeitsraten nach Transfer untersuchen, um zu analysieren, ob ebenfalls beim

Embryotransfer bei Rindern bessere Einnistungsraten beobachtet werden kénnen.

Der Aspekt der zu kurzen Expositionsdauer der Embryonen kommt ebenfalls beim fehlenden
negativen Einfluss pathogener Keime zum Tragen. Eine bakterielle Infektion bedingt eine
Entzindung des Endometriums bis hin zum Stratum compactum, was eine Subfertilitdt zur
Folge haben kann (Bonnett et al., 1991, 1993). Das bakterielle Endotoxin LPS fuhrt zu einer
veranderten Genexpression der Endometriumszellen, wobei u. a. Gene der Immunantwort
verstarkt und Gene der Zellmembranstabilitat weniger exprimiert werden (Guo et al., 2019).
Bei einer subklinischen Endometritis, die mit einem Einstrom an polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) definiert ist, kommt es ebenfalls zur veranderten
endometrialen mRNA-Expression fir verschiedene proinflammatorische Mediatoren, wie
Zytokine, antimikrobielle Peptide und Akute Phase Proteine (Fischer et al., 2010; Gabler et al.,
2009, 2010). In dem In-vitro-Versuch von Hill und Gilbert (2008) konnte jedoch keine
signifikante Beeintrachtigung der Blastozystenrate finf Tage alter Embryonen bei einer
zweitagigen Kultivierung in einem aseptisch entzindeten Uterusmilieu festgestellt werden
(49,3 % Uterusmedium gesunder Kihe vs. 42,2 % entzindetes Uterusmedium). Es wurde
jedoch eine reduzierte innere Zellmasse bei Blastozysten aus dem entzindeten Medium
beobachtet. Studien an superovulierten Kiihen lassen den Schluss zu, dass insbesondere die
Befruchtungsrate durch eine endometriale Entziindung negativ beeinflusst wird (Carvalho et
al., 2013; Egberts et al., 2016a). Carvalho et al. (2013) beobachteten eine Abnahme von 80 %
Befruchtungsrate bei 0 % PMN im Vergleich zu < 50 % Befruchtungsrate bei > 50 % PMN im
Endometrium. In der Studie wurde bei den Tieren der Versuchsgruppe mit > 5 % PMN im
Vergleich zu denen der Versuchsgruppen 0 % und 1-5 % PMN im Endometrium keine
Veranderung in der Anzahl der Gelbkérper, jedoch eine tendenzielle Reduktion der gesamt
gewonnenen Embryonen und Eizellen bei signifikant reduzierter Ausspllrate beobachtet.
Ebenfalls konnten bei Tieren der Gruppe > 5 % PMN signifikant weniger befruchtete, transfer-
und tiefgefriertaugliche Embryonen gewonnen werden. Aufgrund der reduzierten Anzahl

gesamt gewonnener Strukturen konnte im Anteil der transfer- und tiefgefriertauglichen
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Embryonen keine und im Anteil der befruchteten Embryonen eine tendenzielle Reduktion
beobachtet werden. Dies zeigt, dass ein erhéhter Gehalt an PMN im Endometrium sich
hauptsachlich negativ auf die Ausspllrate der Embryonen und auf die Befruchtung auswirkt
und weniger auf die embryonale Entwicklung im Uterus und die Embryonenqualitat. Die
verringerten Befruchtungsraten kénnen auf den negativen Einfluss von PMN auf Spermien
zurtckzufihren sein. PMN produzieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die schadlich fir
Spermien sind (Aloé et al., 2012; Hendricks & Hansen, 2010), phagozytieren Spermien und
inaktivieren sie durch die Bildung von ,neutrophil extracellular traps®, den NETs (Brinkmann et
al., 2004; Strzemienski, 1989; Wrenzycki, 2022). Im Hinblick auf den Anteil PMN im
Endometrium ist zudem festzuhalten, dass bislang keine gesicherte Korrelation zwischen dem
Nachweis spezifischer Bakterien beziehungsweise deren Wachstum auf Kultivierungsmedien
und dem PMN-Anteil im endometrialen Gewebe besteht (Prunner et al., 2014; Ricci et al.,
2015). So stellten Pascaottini et al. (2020) und Wang et al. (2018a) eine dhnliche Mikrobiota bei
gesunden Kuhen und Kihen mit subklinischer Endometritis fest. In der vorliegenden Arbeit
wurde der PMN-Gehalt im Endometrium der Uterushornspitze nicht untersucht, stattdessen

wurde ausschlief3lich die bakterielle Besiedlung analysiert.

Ein weiterer erganzender Faktor fUr einen ausbleibenden positiven sowie negativen Einfluss
des Uterusmikrobioms auf die Embryonenqualitdt kénnte eine erhdhte Resistenz der
Embryonen gegen aulere Einfliisse sein. Ein Blick in die Studien Uber den Einfluss von
Hitzestress zeigt die Entwicklung einer Resistenz der Embryonen gegenlber Hitzestress.
Oozyten und friihe embryonale Entwicklungsstadien wie die Zygote und 2- bis 8-Zeller weisen
eine hohe Empfindlichkeit gegenuber Hitzestress auf (Cavallari de Castro et al., 2019; Dunlap
& Vincent, 1971; Payton et al., 2004; Roth & Hansen, 2005). Weiterentwickelte Embryonen im
Morula- und Blastozystenstadium weisen hingegen eine erhohte Hitzetoleranz auf (Ealy et al.,
1995; Edwards & Hansen, 1997; Sakatani et al., 2012). Dies bestatigte sich in Versuchen an
superovulierten Rindern. Hitzestress nach der Besamung flhrte insbesondere am ersten Tag
nach der Besamung zu einer geringeren Qualitdt der Embryonen sowie zu weniger weit
entwickelten Embryonen am Tag der Embryonengewinnung (Ealy et al., 1993; Putney et al.,
1988b, 1988a). Es ist anzunehmen, dass die Embryonen, die frih in den Uterus eintreten, sich
72 Stunden nach dem Ostrusbeginn im 8-Zellstadium befinden. Bei einem spateren Eintritt in
die Uterushornspitze ist zu erwarten, dass sich die Embryonen bereits im weiter
fortgeschrittenen 16-Zellstadium befinden (Hamilton & Laing, 1946). Daher ist davon
auszugehen, dass Embryonen, deren embryonales Genom bereits aktiviert ist, das uterine
Milieu erreichen und weniger empfindlich gegeniiber dueren Einflissen sind, einschliel3lich
des bakteriellen Mikrobioms (Graf et al., 2014; King et al., 1988).
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Bei einer bakteriellen Uterusinfektion mit gramnegativen Bakterien wie z. B. E. coli, kann es
beim absterben dieser Bakterien zu einer Anreicherung von LPS im Uterus und folglich auch
in der Follikelflissigkeit kommen. Eine LPS-Exposition von Oozyten wahrend der In-vitro-
Maturation (IVM), die diese Situation simuliert, fiihrt zu einer signifikanten Reduktion des
Anteils der Oozyten, die eine Maturation durchlaufen und das MII-Stadium erreichen
(Bromfield & Sheldon, 2011; Granacher et al., 2023; Heydari et al., 2020; Rincon et al., 2019;
Zhao et al., 2017). In den Untersuchungen von Castro et al. (2024) konnte bei LPS-Substitution
wahrend der IVM, im Gegensatz zu den anderen Studien, zwar kein negativer Effekt auf die
Maturation beobachtet werden, jedoch auf die Entwicklungskompetenz der daraus
resultierenden Embryonen. Nach einer Maturation in einem mit 1 ug/ml LPS angereichertem
Kultivierungsmedium konnten tendenziell schlechtere Teilungsraten bis zum Morulastadium
und nach einer Maturation in 0,1 sowie 1 ug/ml LPS eine signifikant geringere Blastozystenrate
beobachtet werden. Ahnliches stellten Soto et al. (2003), Tariq et al. (2025) und
Heydari et al. (2020) in ihren Untersuchungen fest. Granacher et al. (2026) konnten dies nicht
bestatigen. Bei einer Supplementation von 10 upg/ml LPS in der IVM konnten bei
anschlieltender regularer In-vitro-Fertilisation (IVF) und -Kultivierung (IVC) keine reduzierten
Teilungsraten bis Tag 3, Entwicklungsraten bis Tag 7 und 8, sowie keine veranderten
Gentranskripte beobachtet werden. Embryonen in der IVC zeigen eine Toleranz gegen LPS.
In den Untersuchungen von Rincén et al. (2019) konnte bei einer Substitution von bis zu
5 pg/ml in der IVC kein Einfluss auf die Teilungs- und Blastozystenrate beobachtet werden.
Annliches beschrieben Soto et al. (2003), die lediglich eine geringgradige Verminderung der
Teilungsrate bei 0,1 und 1 pg/ml LPS Zusatz, die sich jedoch nicht signifikant auf die
Blastozystenrate auswirkte, beobachten. Diese Beobachtungen stitzen die These, dass es zu
keiner deutlichen lokalen negativen Beeinflussung der Embryonen durch ein mit LPS
angereichertes Uterusmilieu in der In-vivo-Embryonenproduktion kommt. Aufgrund dessen
ware eine Untersuchung des oviduktalen Keimmilieus wahrend der In-vivo-
Embryonenproduktion von erheblichem Interesse, da die fruhen embryonalen
Entwicklungsstadien in diesem anatomischen Raum eventuell noch sensibler auf das

Mikrobiom reagieren.

In verschiedenen Studien zeigte sich ein negativer Effekt einer bakteriellen Kontamination des
Uteruslumens postpartal auf die Follikulogenese in den Eierstécken (Sheldon et al., 2002b;
Williams et al., 2007b). Verschiedene In-vivo-Versuche stellten nach intrauteriner oder
intravendser LPS-Substitution ein Ausbleiben der Ovulation fest, was auf eine
endotoxinbedingte Verringerung der praovulatorischen Ostradiolkonzentration und folglich
einer veranderten und verringerten LH-Ausschittung mit teilweise ausbleibendem LH-Peak
zurtckzufihren ist (Battaglia et al., 1997; Peter et al., 1989; Suzuki et al., 2001; Williams et
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al., 2008a). In der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl
gesamt gewonnener Embryonen und Eizellen festgestellt werden. Die PATH-HGrner wiesen
mit 7,7 £ 5,4 numerisch sogar die grélte Anzahl im Vergleich zu 6,0 + 6,2 bei den
PROB-Ho6rnern bzw. 5,2 + 3,7 bei den MIX-Hérnern auf. Diese Anzahl zeigt, dass auch bei
Kihen mit pathologisch besiedelten Uterushdrnern keine verringerte Anzahl erfolgreicher
Ovulationen nachzuweisen ist. Der fehlende negative Einfluss konnte einerseits darauf
zuruckzufiihren sein, dass keine ausreichende LPS-Konzentration in den untersuchten Uteri
zustande gekommen ist, um einen negativen Einfluss auf die Ovarien zu nehmen. Im
Studiendesign der vorliegenden Untersuchung wurde die zuriickgewonnene Spilflussigkeit
lediglich bakteriologisch und nicht auf die LPS-Konzentration hin untersucht. Daher bleibt
ungeklart, ob Uberhaupt erhdhte LPS-Konzentrationen vorlagen. Andererseits kdnnte der
fehlende negative Einfluss mit der vorangegangenen Stimulation mit Pluset® zu erklaren sein.
Ziel einer Superovulation ist es mit der Substitution von pFSH und pLH die fein abgestimmte
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse zu Ubersteuern und multiple Follikel heranreifen
und ovulieren zu lassen. Wahrend Battaglia et al. (1997) durch LPS eine unterdriickte pulsatile
GnRH- und folglich gehemmte LH-Sekretion detektierten, setzt die Superovulation mit den
Hormonen pFSH und pLH eine Stufe in der Achse tiefer, auf Basis der physiologisch von der
Hypophyse produzierten Gonadotropine, an. Somit kann davon ausgegangen werden, dass
ein potenziell negativer Effekt von LPS einfach (ibersteuert wird und ausreichend Ostradiol
von den multiplen Follikeln produziert wird. Diesbeziiglich ware eine Studie an Kihen unter
Superovulation und LPS-Substitution von Interesse, um den gegenseitigen Einfluss der

externen Gonadotropine und der hemmenden LPS-Wirkung zu analysieren.

Das Uterusmikrobiom beim Rind ist Gegenstand jungster Forschung. Mit Einfihrung der
16S rRNA-Genanalyse konnte eine hohe Varianz an Bakterien im Uterus identifiziert werden,
was zuvor nicht mdoglich war. Eine Vielzahl der Studien in diesem Bereich konnte mit dieser
neuen Methode den Nachweis von Bakterien erbringen, die bislang noch nicht aus dem Uterus
isoliert werden konnten. Demnach gibt es bislang nur wenige Studien, die deren Einfluss im
Uterus auf das Endometrium, die Embryogenese und die Fruchtbarkeit untersucht haben.
Daher erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Einteilung der Keime in potenziell pathogen,
potenziell probiotisch und Kommensale aufgrund der derzeit verfligbaren Literatur, die sich
teilweise auf ihre nachteilige oder férdernde Wirkung in anderen Geweben bezieht. Es ist
bekannt, dass pathogene Keime nicht zwangslaufig eine Erkrankung verursachen und daher
auch in gesunden Geweben nachweisbar sein kébnnen. Unter anderem wiesen Moore et al.
(2017) und Karstrup et al. (2017) Keime, die postpartal als pathogen gelten, in Uteri von Kiihen
mit intakter Trachtigkeit nach. Andererseits stellten Gartner et al. (2015) auch unterschiedliche

Reaktionen des Endometriums auf verschiedene Lactobacillus-Arten fest. In dieser Studie



Diskussion 148

konnte eine unterschiedliche Stimulierung des endometrialen Immunsystems ohne
zytotoxische Effekte beobachtet werden. Dies bestatigt, dass auch Bakterien derselben
Gattung unterschiedliche Wirkungen hervorrufen. Eine Einteilung der Bakterien in der eigenen
Untersuchung stellt daher ein vorsichtiges Sortieren der Keime nach Annahme ihres
pathogenen oder probiotischen Potenzials dar. Ein tatsachlicher Nachweis einer
schadigenden oder gesundheitsférdernden Wirkung wurde im Rahmen dieser Untersuchung
nicht erbracht. Ein fehlender nachweisbarer Einfluss des Uterusmikrobioms auf die
Erfolgsparameter der Embryonengewinnung konnte also darauf zurlickzufuhren sein, dass die
nachgewiesenen Keime zwar als potenziell pathogen oder probiotisch klassifiziert wurden,
diese Einordnung jedoch zumindest fur einzelne Spezies nicht zutrifft oder ihr entsprechendes

Potenzial unter den vorliegenden Bedingungen nicht zur Geltung kommt.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass die bakterielle Besiedlung des Uterushorns einen
Einfluss auf die Embryonenqualitdt nimmt, dieser jedoch in dem Studiendesign nicht zur
Geltung kommt. Bei der vorliegenden Untersuchung handelt es sich um eine Feldstudie, wobei
die Kihe der untersuchten Gruppen von verschiedenen landwirtschaftlichen Betrieben
stammen und somit unterschiedlichen Einflissen ausgesetzt sind. Die Tiere wiesen unter
anderem auch eine grof3e Varianz hinsichtlich des Alters, des Laktationsstadiums und der
Eutergesundheit auf. Da bekannt ist, dass diese Aspekte einen Einfluss auf die
Embryonengewinnung nehmen kénnen (Chebel et al., 2008; Hockett et al., 2005; Malhi et al.,
2007; Sartori et al., 2002; Snijders et al., 2000; Takeo et al., 2013), ist es moglich, dass diese
einen potenziellen Einfluss des uterinen Milieus Uberdecken. Alle Tiere der Studie wurden mit
demselben Praparat (Pluset®) superstimuliert und sowohl die Embryonengewinnung als auch
die Beurteilung der Embryonen wurde durch denselben Tierarzt durchgefihrt. Somit ist ein
Einfluss dieser Aspekte auszuschlieRen. Das Studiendesign bedingt zudem, dass nur ein
physiologisch vorhandenes Uterusmikrobiom analysiert wurde. Bei den untersuchten Kihen
zeigte sich keine Beeintrachtigung der gynakologischen Gesundheit, die durch rektale und
vaginale Untersuchung festgestellt wurde. Wie Lietaer et al. (2021) in ihren Untersuchungen
feststellten, weisen Kuhe in ihrer mittleren Laktationsphase lediglich ein uterines Mikrobiom
mit geringer Biomasse auf. Die Kihe der vorliegenden Studie waren durchschnittlich
198,5 = 151,2 DIM und somit nicht mehr in der friihen postpartalen Phase, in der zahlreiche
Bakterien im Uterus zu erwarten sind (Bromfield et al., 2015). In den Studien, in denen ein
positiver Einfluss von LAB auf die Fertilitat festgestellt wurde, wurden entweder intravaginal
oder intrauterin LAB substituiert. Es ist also nicht auszuschlielen, dass eine intrauterine
Substitution von LAB oder auch pathogenen Keimen, die zu einer hohen Konzentration der

Bakterien vor Ort fuhrt, Einfluss auf die Qualitat von Embryonen nimmt. Die Untersuchung des
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Einflusses eines mit LAB angereicherten Uterus auf die Embryonenqualitat ware von groftem

Interesse.

Schlussendlich ist festzuhalten, dass es noch einen erheblichen Forschungsbedarf im Bereich
des uterinen Mikrobioms und dessen Einfluss auf Embryonen von nicht-superovulierten und
superovulierten Kihen gibt. Von Interesse ware neben den bereits genannten Vorschlagen
weiterhin eine gekoppelte Untersuchung von PMN und dem Mikrobiom in der Uterushornspitze
bei der Embryonengewinnung. Ebenfalls waren weitere Untersuchungen der in vivo
gewonnenen Embryonen auf zellularer Ebene, wie es bei Hill und Gilbert (2008) sowie
Hoelker et al. (2012) analysiert wurde, um Uber die Qualitatskategorien der Embryonen hinaus
eine Einschatzung zu geben, in Kombination mit der Untersuchung des uterinen Mikrobioms,
interessant. Diese Untersuchungen bedurfen aber eines anderen Studiendesigns, da in den
vorliegenden Untersuchungen im Rahmen einer Feldstudie im kommerziellen ET-Programm

die Umsetzung nicht maoglich ist.

5.1.4 Weitere Einfliisse auf die Embryonenqualitat

Des Weiteren wurde der Einfluss weiterer Parameter wie das Laktationsstadium, die Paritat,
die Milchleistung, die Korperkondition und die Eutergesundheit der Donoren auf die
Embryonengewinnung und -qualitat untersucht. Ebenfalls erfolgte eine Analyse des Einflusses
der Verwendung von konventionellem oder X-sortiertem Sperma. Die bei der
Embryonengewinnung erhobenen Daten der Riickgewinnung, Tribung und Blutbeimengung
der Spulflussigkeit wurden in Relation zu den Erfolgsparametern der Embryonengewinnungen

auf Hornbasis gesetzt.

5.1.4.1 Laktationsstadium, Paritat und Milchleistung

Die Donoren sind wahrend der Laktation unterschiedlichen Stoffwechselbelastungen
ausgesetzt. Allgemein bekannt ist, dass die Kuh nach dem Einsetzen der Milchleistung post
partum eine negative Energiebilanz in den ersten 5 bis 10 Wochen aufweist (De Vries &
Veerkamp, 2000; Leroy et al., 2008). Keines der Tiere der vorliegenden Studie wurde in
diesem Zeitraum fir die Embryonengewinnung genutzt. Ein Vergleich verschiedener Studien
wird durch die fehlende Definition der Frih-, Mittel- und Spatlaktation erschwert. In der

vorliegenden Studie wurde sich dabei an den Grenzen von Martin et al. (2014) orientiert.

Es konnte kein signifikanter Einfluss des Laktationsstadiums auf die Erfolgsparameter der

Embryonengewinnung festgestellt werden. Ebenfalls in den Untersuchungen von
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Kweon et al. (1986), Hupka (2000) und Wolgast (2009) korreliert die Anzahl gewonnener,
transfertauglicher sowie degenerierter Embryonen als auch die Anzahl unbefruchteter Eizellen
nicht oder nur sehr schwach mit dem Laktationsstadium. Numerisch erreichten die Tiere im
Laktationsstadium 4 (> 365 DIM und TS) die besten Ergebnisse hinsichtlich der
durchschnittlichen Anzahl gesamt gewonnener (23,0 10,7) und transfertauglicher
(12,3 £ 7,8) Embryonen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Chebel et al. (2008),
die bei der Embryonengewinnung von trockenstehenden Kidhen eine héhere Anzahl gesamt
gewonnener Embryonen und Eizellen beobachteten. Jedoch wurde sowohl von
Chebel et al. (2008) als auch von Sartori et al. (2002) bei trockenstehenden Holstein-Kihen
ebenfalls hohere Raten transfertauglicher Embryonen festgestellt. Die Kuhe im
Laktationsstadium 4 der vorliegenden Studie wiesen jedoch mit 46,1 £ 17,0 % eine
unterdurchschnittliche Rate transfertauglicher Embryonen auf. Kontrare Ergebnisse wiesen
die Studien von Darrow et al. (1982) und Bosselmann (2006) auf, bei denen die meisten
Embryonen und Eizellen bei Donoren 0 bis 135 bzw. 149 DIM beobachtet wurden. Dies steht
insoweit im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen, dass bei Spulungen der Kihe des
Laktationsstadiums 2 (91-180 DIM), welches auch die groRte Versuchsgruppe darstellte, die
zweitbesten Ergebnisse mit 10,9 £ 9,1 gesamt gewonnener Embryonen und Eizellen
beobachtet wurden. Jedoch widersprichlich sind die Ergebnisse der Spulungen der Kuhe frih
in der Laktation (Laktationsstadium 1, < 90 DIM), welche deutlich schlechtere Ergebnisse mit
@ 6,3 + 4,7 gesamt gewonnenen Embryonen und Eizellen aufwiesen. Bezdicek et al. (2015)
beobachteten hingegen die gréfte durchschnittliche Anzahl (7,6 £ 1,1) an Embryonen und
Eizellen sowie transfertauglichen (6,1 £ 0,8) Embryonen ab ca. 255 Tage in der Laktation. In
der vorliegenden Studie wurde bei den Kihen im Laktationsstadium 3 (181-365 DIM) mit
9,7 + 55 gesamt gewonnenen Embryonen das zweitschlechteste und mit

4,3 + 4,9 transfertauglichen Embryonen das schlechteste Ergebnis beobachtet.

Die groéfite Anzahl und den gréfiten Anteil degenerierter Embryonen und die grofte Anzahl
unbefruchteter Eizellen wies Bosselmann (2006) bei Spulungen von Kuhen im frihen
Laktationsstadium (0 bis 149 DIM) nach. Ahnliches beobachteten Hasler et al. (1983), wobei
die besten Befruchtungsraten bei Tieren zwischen 151 und 300 DIM vorlagen. Diese
Beobachtung konnte in der eigenen Studie nicht bestéatigt werden. Die Laktationsstadien 1 und
2 wiesen numerisch den geringsten Anteil an degenerierten Embryonen und unbefruchteten

Eizellen auf.

Der Einfluss der Paritdt bzw. der Anzahl der Laktationen der Donoren wird kontrovers
diskutiert. In der vorliegenden Studie konnten die besten Ergebnisse mit durchschnittlich
17,3 £ 1,7 gesamt gewonnen Embryonen und 9,3 + 6,5 transfertauglichen Embryonen bei der

Gruppe von Kihen in ihrer zweiten und dritten Laktation beobachtet werden. Diese Ergebnisse
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stehen im Einklang mit denen der Dissertationen von Bosselmann (2006) und Wolgast (2009)
erhobenen Ergebnissen, wobei die erfolgreichsten Embryonengewinnungen bei Tieren in der
dritten Laktation verzeichnet wurden. Hupka (2000) beschrieb in ihrer Dissertation ahnliche
Ergebnisse, wobei bei Spulungen von Multipara mehr Embryonen und Eizellen insgesamt und
auch mehr taugliche Embryonen gewonnen werden konnten als bei Rindern und
Erstlaktierenden. Kontrare Ergebnisse beobachteten Bezdicek et al. (2015) sowie
Lerner et al. (1986), die bei jungen Kuhen die erfolgreichsten Embryonengewinnungen
dokumentierten. Mit zunehmendem Alter der Kihe nahm sowohl die Gesamtzahl der

gewonnenen als auch die Anzahl der transfertauglichen Embryonen ab.

Ebenfalls (bereinstimmend mit den Ergebnissen von Bosselmann (2006) ist die Rate
transfertauglicher Embryonen bei primiparen Kihen am gré3ten und nimmt mit den
Laktationen ab. Dabei sind die Unterschiede in der vorliegenden Studie mit 93,0 £ 9,8 % bei
Embryonengewinnungen bei Primipara zu unter 56 % in den Laktationsgruppen 2 und 3
deutlich jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Hupka (2000) hingegen verzeichnete keinen
Unterschied in der Rate transfertauglicher Embryonen zwischen Primipara und Multipara
(61,0 % vs. 61,1 %).

Lerner et al. (1986) und auch Malhi et al. (2007) stellten eine signifikante Abnahme der
Befruchtungsrate bei der Superovulation mit steigendem Alter der Kuhe fest. Auch
Bosselmann (2006) beschrieb eine kontinuierliche Steigerung der Anzahl unbefruchteter
Eizellen mit Zunahme der Laktationen. Diese Kontinuitat konnte in der vorliegenden Studie
nicht so eindeutig bestéatigt werden. Wahrend bei Spllungen bei Primipara mit 0,2 + 0,4
unbefruchteten Eizellen (1,2 £ 2,9 %) numerisch deutlich bessere Ergebnisse erzielt wurden,
setzt sich dies nicht kontinuierlich Gber die nachsten beiden Laktationsgruppen weiter fort.
Embryonengewinnungen der Laktationsgruppe 2 wiesen sowohl in der Anzahl als auch in der
Rate die hochsten Werte von 7,3 = 9,5 bzw. lUber 40 % unbefruchtete Eizellen auf. Die
Ergebnisse der Laktationsgruppe 3 waren hingegen mit 3,5 £ 3,1 und 31,7 + 31,2 %
unbefruchteten Eizellen wieder besser. Die Vielzahl der Studien bestatigt die Hypothese, dass
eine Alterung der Spenderkihe einen negativen Einfluss auf die Oozytenkompetenz und die
Befruchtungsrate hat. Lediglich Hupka (2000) stellte keinerlei Unterschiede zwischen

Primipara und Multipara fest.

Eine hohe Milchleistung von = 40 kg Milch in der letzten MLP vor der Embryonengewinnung
nahm in der vorliegenden Untersuchung keinen signifikanten Einfluss auf die Erfolgsparameter
der Embryonengewinnung. Bosselmann (2006) konnte in seinen Untersuchungen ebenfalls
keinen signifikanten Einfluss der Milchleistung auf die Anzahl und Rate transfertauglicher

Embryonen sowie auf die Anzahl der degenerierten Embryonen nachweisen. Jedoch
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beobachtete er, dass die Anzahl der gesamt gewonnenen Embryonen und Eizellen sowie die
Anzahl der unbefruchteten Eizellen signifikant und kontinuierlich mit zunehmender
Milchleistung abnahm. Die Anzahl transfertauglicher Embryonen sank tendenziell.
Hasler et al. (1983) stellten eine Reduktion der Befruchtungsrate mit steigender
Tagesmilchleistung fest. In der eigenen Studie konnte keine der Aussagen bestatigt werden,
da keine Unterschiede im Anteil unbefruchteter Oozyten bei den Embryonengewinnungen von
Kdhen mit hoher oder niedriger Milchleistung (< 40 kg Milch: 21,6 + 32,0 % vs.
= 40 kg Milch: 25,1 + 33,1 %) beobachtet wurden.

In der vorliegenden Arbeit weicht der fehlende negative Einfluss der Milchleistung auf die
Embryonengewinnung von den Erwartungen ab. In Studien an nicht-superovulierten Kihen
zeigte sich eine negative Korrelation zwischen der Produktion und der Reproduktion. So
beobachteten Berger et al. (1981) und Faust et al. (1988), dass Tiere mit einer hohen
Milchleistung spater trachtig werden und mehr Besamungen bis zu einer erfolgreichen
Konzeption bendtigen. Heutzutage ist jedoch eine bessere leistungsorientierte Fitterung
moglich. Die Relevanz einer angemessenen Futterung fur die Reproduktion hochleistender

Milchkiihe wird in der Ubersichtsarbeit von Leroy et al. (2008) beleuchtet.

5.1.4.2 Korperkondition

Die Auswirkungen der Kdrperkondition (BCS) der Donoren auf die Embryonengewinnung und
-qualitat sind ein viel diskutiertes Thema. Die Bestimmung des BCS erfolgt haufig visuell,
wobei die Ergebnisse aufgrund der unterschiedlichen Einschatzungen der Begutachter
variieren kdnnen. Insbesondere bei kleineren Abstufungen von 0,25 kann es zu erheblichen
Schwankungen zwischen den einzelnen Begutachtern kommen. Im Rahmen der vorliegenden
Studie wurden die Tiere in 0,5 BCS-Abstufungen klassifiziert. Die Uberwiegende Anzahl der
Tiere wies einen optimalen BCS zwischen 2,5 und 3,0 auf. Ein Tier wies eine geringflgige
Uberkonditionierung auf und wurde mit einem BCS von 4,0 eingestuft. Dies steht im
Gegensatz zu anderen Studien (KuboviCova et al., 2013; Makarevich et al., 2016), die auch
deutlich unterkonditionierte Donoren (bis BCS 1,75) sowie deutlich Gberkonditionierte Tiere
(bis BCS 5,0) analysierten. Dies ist auf das Studiendesign der eigenen Untersuchung
zurlckzufihren. Die Donoren dieser Studie wurden im Rahmen des kommerziellen
Embryotransferprogramms des VOST genutzt. Dabei hatten die Landwirte ein wirtschaftliches
wie zlchterisches Interesse, eine mdglichst hohe Anzahl qualitativ hochwertiger Embryonen
zu gewinnen. In der Konsequenz werden die Tiere von den Landwirten vorselektiert, die visuell
einen optimalen Gesundheitszustand aufweisen. Es konnten in der vorliegenden

Untersuchung keine signifikanten Unterschiede in der Embryonengewinnung oder den Raten
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an transfertauglichen Embryonen und unbefruchteten Eizellen zwischen den Tieren mit einem
BCS von 2,5 und 3,0 festgestellt werden. Bezdicek et al. (2015) beschrieb den optimalen BCS
einer Donorenkuh bei 3,0 bis 3,5. Kubovicova et al. (2013) hingegen beobachteten die beste
Embryonenausbeute bei Kihen mit einem BCS von 2,5 bis 3,25, wahrend die meisten
transfertauglichen Embryonen bei Kihen mit héheren BCS (3,5-4,0) gewonnen wurden.
Ahnliche Ergebnisse wurden von Makarevich et al. (2016) berichtet, die eine abnehmende
Qualitat der Embryonen bei Tieren mit einem BCS von 2,0 oder 4,0 erfassten. Kadokawa et
al. (2008) beschrieben eine abnehmende Anzahl Embryonen erster Qualitadt ab einem BCS

von 3,5.

5.1.4.3 Eutergesundheit

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von erhdhten somatischen Zellen
(> 100.000 Zellen/ml) in der Milch untersucht, was mit einer eingeschrankten Eutergesundheit
assoziiert wird (Hoedemaker et al., 2014). Die Ergebnisse zeigten, dass Donoren mit
eingeschrankter Eutergesundheit auf die Superovulation ahnlich gut reagierten (gesamt
gewonnene Embryonen und Eizellen 13,3 + 13,6) wie eutergesunde Tiere (11,2 + 8,3).
Allerdings war der Anteil transfertauglicher Embryonen bei Tieren mit subklinischer oder
chronischer Mastitis um 20 %-Punkte reduziert, wahrend der Anteil unbefruchteter Eizellen um
uber 19 %-Punkte erhoht war (p > 0,05). Der Anteil degenerierter Embryonen war gleich. Dies
deutet auf eine beeintrachtigte Befruchtung bei Tieren mit eingeschrankter Eutergesundheit
hin. Vergleichbare Untersuchungen bei superstimulierten Tieren sind nicht bekannt. Es konnte
jedoch in zahlreichen Studien an nicht stimulierten Kihen ein negativer Einfluss einer
klinischen und subklinischen Mastitis auf die Reproduktionsleistung festgestellt werden. Eine
Mastitis um den Zeitpunkt der kinstlichen Besamung fihrt zu einer verlangerten Rastzeit und
einem erhdhten Besamungsindex (Barker et al., 1998; Schrick et al., 2001). Darlber hinaus
wurde eine schlechtere Konzeptionsrate (Hertl et al., 2010) sowie ein hdheres Risiko von
embryonaler Mortalitat bzw. Aborten in den ersten 45 Tagen (Risco et al., 1999) beobachtet.
Barker et al. (1998) stellten fest, dass eine Mastitis nach Feststellung der Trachtigkeit (ca. Tag
50-60) einen geringeren Einfluss auf die Trachtigkeitsrate hatte als eine Mastitis um den
Besamungszeitpunkt. Dies lasst den Schluss zu, dass insbesondere die Follikel- und friihe
Embryogenese sowie die Befruchtung gegenlber einer Mastitis empfindlich sind. In ihrer
Ubersichtsarbeit beleuchten Sharma et al. (2017) die physiologischen Grundlagen, wobei sich
zusammenfassen lasst, dass ein, durch eine Mastitis bedingter, systemischer Anstieg an
Entziindungsmediatoren und Endotoxinen unter anderem die Hypothalamus-Hypophysen-

Gonaden-Achse stort. So stellten Hockett et al. (2005) fest, dass Tiere mit einer klinischen
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Mastitis eine reduzierte LH-Pulsatilitat, ein Ausbleiben des LH-Peaks sowie der auflleren
Brunst und der Ovulation aufweisen kénnen. In der eigenen Studie wurde keine verminderte
Anzahl an Ovulationen der Tiere mit gestorter Eutergesundheit festgestellt. Dies kénnte, wie
in Kapitel 5.1.3 erldutert, auf eine Ubersteuerung der negativen Effekte durch die
Superovulation zurickzufihren sein. Die erhdhte Rate unbefruchteter Eizellen weist, auch
wenn sie nicht signifikant ist, auf eine schlechtere Konzeptionsrate hin. Untersuchungen beim
Transfer von Embryonen ergaben, dass eine Mastitis beim Rezipienten zum Zeitpunkt des

Transfers die Trachtigkeitsrate signifikant reduziert (Barbosa et al., 2018).

5.1.4.4 Verwendete Spermaportionen

Die Verwendung von sortiertem Sperma in Verbindung mit der Superovulation ist kommerziell
sehr attraktiv, weshalb in der vorliegenden Studie 10 von 19 Tieren auf Wunsch der Besitzer
mit X-sortiertem Sperma kinstlich besamt wurden. Konventionelles Sperma wurde zweimal in
einer Dosis von je 20 Millionen Spermien und X-sortiertes Sperma ebenfalls zweimal in einer
Dosis von je 6,3 oder 8 Milionen Gesamtspermien verwendet. Bei Spulungen nach
Verwendung mit X-sortietem Sperma konnten eine nicht signifikant um 11 %-Punkte
verminderte Rate transfertaugliche Embryonen und eine um 16,3 %-Punkte erhdhte Rate
unbefruchteter Eizellen beobachtet werden. Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Verwendung von X-sortiertem Sperma zu einer Reduktion der Befruchtungsraten
fuhrt. Ahnliches beschrieben Sartori et al. (2004) und Schenk et al. (2006), wobei in deren
Studien sich die Reduktion der Befruchtungsrate sogar auf mindestens 20 % belauft.
Schenk et al. (2006) erfassten eine Reduktion der Anzahl transfertauglicher Embryonen bei
einer Dosis von zweimal 2 oder 10 Millionen sortierten Spermien. Dies wurde auch in der
eigenen Studie beobachtet, wobei anzumerken ist, dass die Gesamtzahl der gewonnenen

Embryonen und Eizellen in der Gruppe mit X-sortiertem Sperma ebenfalls reduziert war.

Wahrend in den Untersuchungen von Sartori et al. (2004) sowie Mikkola und Taponen (2017b)
eine vermehrte Anzahl degenerierter Embryonen dokumentiert wurde, war dies in der eigenen
Studie wie auch in den Studien von Schenk et al. (2006) und Peippo et al. (2009) nicht der
Fall. Allerdings wurde in der eigenen Studie eine tendenzielle Abnahme (p < 0,08) der Anzahl
an Embryonen erster Qualitat beobachtet. Diese Reduktion stellte sich im prozentualen Anteil
an Embryonen erster Qualitat mit deutlichen 19 %-Punkten dar, was jedoch nicht signifikant
war. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Studien von Mikkola und Taponen (2017b) sowie

Hayakawa et al. (2009) Gberein.
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Die geringgradig schlechteren Ergebnisse nach Besamungen mit X-sortiertem Sperma sind
vermutlich auf den Sexing-Prozess und den daraus folgenden Schadigungen der Spermien
zuruckzufihren. Bei sortierten Spermien ist sowohl die Anheftung an das Oviduktepithel
beeintrachtigt als auch die funktionelle Qualitdt vermindert, was sich in einer reduzierten
Motilitdt, einem verringerten mitochondrialen Membranpotential, einer eingeschrankten
Plasmamembranstabilitat sowie in einem geringeren Anteil vitaler Spermien mit intaktem
Akrosom widerspiegelt (Carvalho et al., 2018). Ein zusatzlicher einschrankender Faktor ist,
dass aufgrund hoher Kosten fur sortiertes Sperma meist eine geringere Konzentration von
sortiertem Sperma verwendet wird. Dies war auch in der eigenen Arbeit der Fall, wobei
Besamungen mit konventionellem Sperma mit einer 2,5- bis 3,2-fachen Konzentration
durchgeflihrt wurden als Besamungen mit X-sortietem Sperma. Schenk et al. (2006)
vermuteten, dass wiederholte Besamungen mit hohen Spermiendosen von ebenfalls
mindestens 20 Millionen sortierten Spermien bei superovulierten Tieren zu vergleichbaren
Befruchtungsraten und Raten transfertauglicher Embryonen fuhren kdnnen. Diesbezlglich
ware eine Studie, in der Besamungen mit einer so hohen Dosis an X-sortierten Spermien

durchgeflihrt werden, von Interesse.

5.1.4.5 Riickgewinnung, Tribung und Blutbeimengung der Spilflissigkeit

Die im Rahmen der Embryonengewinnungen erhobenen Parameter der Rickgewinnung,
Tribung und Blutbeimengung der Spuilflissigkeit wurden fur jedes gespulte Horn ausgewertet.
Dies erfolgte in Anlehnung an Wolgast (2009). Im Unterschied zur vorliegenden Studie wurden
dort jedoch lediglich 400 ml anstelle von 600 ml pro Uterushorn verwendet. Wolgast (2009)
beschrieb eine nicht signifikante Reduktion von durchschnittlich 2,3 gesamt gewonnenen
Embryonen und Eizellen. Dies konnte in der eigenen Arbeit bei der Analyse der linken
Uterushdrner mit einer nicht signifikanten Reduktion um durchschnittlich 2,3 Embryonen und
Eizellen bei reduzierter Rickgewinnung der Spilflissigkeit ebenfalls beobachtet werden.
Dieser Unterschied wird bei den Spulungen der rechten Uterushdérner jedoch nicht deutlich.
Wahrend Wolgast (2009) annéhernd gleiche Raten an tauglichen Embryonen bei vollstandiger
oder verminderter Rickgewinnung feststellte, belief sich dies in der eigenen Studie bei den
linken Uterushdrnern sogar auf eine bessere und bei den rechten Uterushdrnern ebenfalls auf
eine gleichbleibende Rate an tauglichen Embryonen bei verminderter Rickgewinnung. Die
Ergebnisse der beiden Studien legen nahe, dass die Rickgewinnung keinen negativen

Einfluss auf die Rate tauglicher Embryonen ausbt.

Wolgast (2009) beobachtete ab einer mgr. Tribung und Blutbeimengung (Grad 3) einen

Rickgang der durchschnittlichen Anzahl der gesamt gewonnenen Embryonen und Eizellen
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sowie transfertauglichen Embryonen. Aufgrund der Anzahl der gespllten Uterushorner
wurden in der eigenen Studie die Triibungsgrade 2 und 3 und die Blutbeimengungsgrade 0
und 1 sowie 2 bis 4 gemeinsam ausgewertet. In der eigenen Studie stellten sich die Einflisse
der Tribung und Blutbeimengung uneinheitlich dar. Die beiden Faktoren Tribung und
Blutbeimengung schienen miteinander zu korrelieren, da in 31 der 34 untersuchten
Uterushérner ein Ubereinstimmender Befund der beiden Faktoren vorlag. Es wird jedoch kein
eindeutiger Einfluss auf die Erfolgsparameter der Embryonengewinnung ersichtlich. Die
Gesamtanzahl gewonnener Embryonen und Eizellen unterschied sich weder bei Spulungen
der linken oder rechten Uterushérner noch zwischen den Graden der Blutbeimengung sowie

Tribung der Spulflissigkeit.

Sowohl in der Auswertung der Tribung als auch in der Auswertung der Blutbeimengung der
rechten Uterushorner stellte sich eine tendenziell negative Korrelation zwischen einem
erhdhten Grad und dem prozentualen Anteil Embryonen erster Qualitat dar. Jedoch konnte
dies bei beiden Einflussfaktoren bei der Auswertung der linken Uterushorner nicht signifikant

bestatigt werden.

Der Einfluss der Triibung und Blutbeimengung auf die Anzahl und Rate unbefruchteter Eizellen
stellt sich bei den linken und rechten Uterushdrnern kontrar dar. Entgegen der Erwartung
zeigten sich bei Embryonengewinnungen der linken Uterushorner bei einer Tribung der
Kategorie 1 eine tendenziell erhdhte Anzahl (p < 0,07) und eine signifikant hdhere Rate von
50,5 £ 46,9 % zu 12,5 + 33,1 % (Kategorie 2) an unbefruchteten Oozyten (p < 0,02). Ebenfalls
bei geringeren Blutbeimengungen wurden 16,6 %-Punkte mehr unbefruchtete Eizellen (p >
0,05) gespdlt. Bei den Spulungen der rechten Uterushdrner konnte der umgekehrte Effekt
beobachtet werden. Bei der Analyse der Embryonengewinnungen der rechten Uterushdrner
wurde eine erhdhte Anzahl unbefruchteter Eizellen bei erhdhtem Trlbungs- sowie

Blutbeimengungsgrad festgestellt.

Die Auswertung der degenerierten Embryonen ergab wiederum andere Ergebnisse. Bei
Spulungen der rechten Uterushdérner konnten numerisch mehr degenerierte Embryonen und
tendenziell héhere Anteile (p < 0,1) degenerierter Embryonen bei geringerer Triibung
beobachtet werden. Spulungen der linken Uterushérner ergaben hingegen schlechtere
Ergebnisse hinsichtlich der Anzahl und Rate degenerierter Embryonen bei starkerer Tribung
der Spulflissigkeit. Bei einer geringeren Blutbeimengung konnte sowohl bei Spllungen der
linken wie auch der rechten Hérner eine erhdhte Anzahl und Rate degenerierter Embryonen

verzeichnet werden.

Schlussendlich ist festzuhalten, dass innerhalb der vorliegenden Studie die negativen

Einflisse auf die Erfolgsparameter der Embryonengewinnung bei steigender Tribung und



Diskussion 157

Blutbeimengung der Spllflissigkeit, wie in der Dissertation von Wolgast (2009) beschrieben,
nicht bestatigt werden konnten. Dies kdnnte auf das in der eigenen Arbeit eingesetzte hdhere
Spulvolumen zurlickzuflihren sein, das mdglicherweise zu einem Verdinnungseffekt gefihrt
hat. Die visuelle Bewertung der Tribung und Blutbeimengung erlaubt daher keinen

zuverlassigen Ruckschluss auf die Ausbeute sowie die Qualitat der gewonnenen Embryonen.
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5.2 Studie 2 — Vergleichende Betrachtung des Uterusmikrobioms in den Hornspitzen
und im Corpus uteri an neun Schlachtkiihen

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, ein eingehenderes Verstandnis Uber das
Vorkommen von insbesondere Milchsaurebakterien (LAB) und dem allgemeinen Keimgehalt
im Uterus von Rindern zu erlangen. Des Weiteren wurde eine vergleichende Betrachtung des
uterinen Mikrobioms im linken und rechten Uterushorn sowie im Uteruskorper durchgefuhrt. In
einer Vielzahl wissenschaftlicher Arbeiten wird die uterine Mikrobiota mittels Cytobrush-Probe
(Gartner et al., 2015; Pascaottini et al., 2020; Risvanli et al., 2022) oder durch Spulungen
(Machado et al., 2012; Wang et al.,, 2018a) im Corpus uteri bestimmt. In diesem
Zusammenhang ist von Interesse, ob eine Probe des Gebarmutterkorpers stellvertretend fiir
das gesamte Uterusmikrobiom entnommen werden kann. In Bezug auf die in Studie 1
gewonnenen Spulproben aus den Uterushornspitzen ist dies von besonderem Interesse, da in
diesen Untersuchungen weniger Bakterien der Gattung Lactobacillus, nachgewiesen werden
konnten als in der Studie von Gartner et al. (2015) mit gleicher Kultivierungsmethode, jedoch

bei Beprobung aus dem Uteruskorper.

In der vorliegenden Studie konnten keine qualitativen Unterschiede in der bakteriellen
Mikroflora zwischen den drei untersuchten Lokalisationen festgestellt werden. Die mikrobielle
Besiedlung der neun untersuchten Schlachtorgane wies in den Uterushérnern und dem
Uteruskorper keine Unterschiede auf. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
Resultaten von Lietaer et al. (2021). Im Rahmen der von Lietaer et al. (2021) durchgeflhrten
Untersuchungen wurden die Spitze und die Basis der beiden Uterushérner von finf
Milchkihen nach der Schlachtung beprobt. Nach Eréffnung des Uterus mittels eines
Skalpellschnitts wurden an den vier Lokalisationen Tupferproben entnommen. Zusatzlich
wurde die Vagina beprobt. Im Gegensatz dazu erfolgte die Beprobung in der vorliegenden
Arbeit mittels Spllung der Uterushdrner bzw. des Uteruskorpers mit anschlieffiender
mikrobieller Untersuchung der Spulflissigkeit. Der bakterielle Keimgehalt wurde bei
Lietaer et al. (2021) mittels 16S rRNA-Analyse untersucht. Im Gegensatz zur Anzuchtmethode
der eigenen Studie erlaubt die 16S rRNA-Analyse eine bessere quantitative Analyse der
Mikroflora wie in Kapitel 5.1.1 dargelegt. Allerdings werden sowohl lebende als auch tote
Bakterien nachgewiesen. Lietaer et al. (2021) beobachteten ebenso wie in der vorliegenden
Untersuchung keine Unterschiede in der bakteriellen Mikroflora wie auch der bakteriellen
DNA-Quantitat zwischen den verschiedenen Lokalisationen im Uterus. Jedoch stellten sie eine
unterschiedliche bakterielle Komposition zwischen den vaginalen und uterinen Proben fest.
Da eine Kontamination der Vagina wahrend der Schlachtroutine und der Probenentnahme in
der eigenen Untersuchung nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde auf die Entnahme

einer vaginalen Probe verzichtet. Weitere vergleichende Untersuchungen der Mikroflora an
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verschiedenen Lokalisationen im Rinderuterus sind bisher nicht bekannt. Die Ergebnisse der
eigenen Studie 2 und von Lietaer et al. (2021) stehen im Kontrast zu den in der Studie 1
erhobenen Daten. Dort konnte in lediglich einem Tier eine identische Keimbesiedlung (E. coli)
in beiden Uterushérnern beobachtet werden. Insgesamt 7 von 19 Tieren wiesen eine
Ubereinstimmung im Mikrobiom mit wenigstens einer Bakterienart auf und 8 von 19 Tieren
eine Ubereinstimmung der gleichen Bakteriengattung im linken und rechten Uterushorn. Eine
Beprobung des Uteruskorpers wurde nicht durchgefiihrt. Die hier abweichenden Befunde
kénnen auf die in Studie 1 verwendeten Spezialagarn zurtickzufiihren sein. In der Studie 2
wurde die Untersuchung der Bakterien allgemeiner gehalten, wobei die Labore u. a. coliforme
Keime und laktatbildende Bakterien nicht weiter klassifizierten und keine Bestimmung der
Bakterienart erfolgte. Die Ergebnisse der Studie 2 sowie die Ergebnisse von Lietaer et al.
(2021) erscheinen plausibel, da die Gebarmutter ein Organ ohne weitere Kompartimentierung
ist. Infolgedessen ist ein Austausch der Bakterien des linken und rechten Uterushorns tber
den Uteruskérper ungehindert méglich. Es ist jedoch beim Uterus bicornis des Rindes zu
beachten, dass Kuhe einen verhaltnismalig kurzen Uteruskorper (ca. 3 cm) und lange
Uterushoérner (ca. 30 cm) aufweisen und somit eine groRe Distanz zwischen den beiden
Uterushornspitzen vorliegt (Nickel et al., 2004). Anhand der vorliegenden eigenen Ergebnisse
sowie der Ergebnisse von Lietaer et al. (2021) lasst sich ableiten, dass eine alleinige
Beprobung des Uteruskorpers ausreichend ist, um eine stellvertretende Einschatzung des

Mikrobioms im gesamten Uterus zu erlangen.

Demgegentber stellt die Zervix eine funktionelle Kompartimentierung des weiblichen
Reproduktionstraktes der Rinder dar. Lietaer et al. (2021) konnten bei funf untersuchten
Schlachtkiihen ein abweichendes Mikrobiom in der Vagina und im Uterus feststellen. Ebenfalls
konnten Kronfeld et al. (2022) bei Rindern und Moreno et al. (2016) bei Frauen teilweise
Unterschiede im vaginalen und uterinen Milieu beobachten. In einigen Fallen korrelierte die
vaginale und uterine Mikrobiota jedoch miteinander (Kronfeld et al., 2022; Moreno et al., 2016).
Dies konnte darauf zurickzufiihren sein, dass sich zum Zeitpunkt der Geburt die Zervix zur
Austreibung des Fotus offnet und ein Eindringen von Keimen aus der Vagina und der
Umgebung nicht verhindert werden kann (Bromfield et al., 2015; Sheldon et al., 2002a, 2002b).
Ebenso wahrend des Ostrus ist das Aufsteigen vaginaler Bakterien in den Uterus (iber eine
gedffnete  Zervix denkbar, insbesondere im Zusammenhang mit assistierter

Reproduktionsmedizin wie der kunstlichen Besamung (Baker et al., 2018).

In der vorliegenden Studie lag bei einem vergleichbaren Anteil an Kihen eine negative
Bakterienkultur im Corpus uteri vor wie in anderen Studien (Gartner et al., 2015; Risvanli et
al., 2022). In den Untersuchungen an lebenden Kihen von Gartner et al. (2015) waren nach

Beprobung im Uteruskorper die Bakterienkultur bei 2 von 11 Tieren (18,2 %) negativ. In den
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Untersuchungen von Risvanli et al. (2022) an 490 Gebarmuttern von Schlachtkiihen waren die
Kulturen von 23,9 % der Tiere mit Metritis und 23,2 % der Tiere ohne Metritis negativ. In der
eigenen Studie wurden 2 von 9 (22,2 %) untersuchten Corpora uteri keimfrei klassifiziert. In
der Gesamtbetrachtung in der keimfreie und ggr. unspezifisch bakteriell besiedelte Nachweise
zusammengefasst wurden, belauft sich der Anteil auf 55,6 %. In den Untersuchungen von
Risvanli et al. (2022) war bei Tieren ohne Anzeichen von Metritis mit positiven
Bakteriennachweis zu 50,0 % nur ein Bakterium, zu 29,3 % zwei, zu 17,0 % drei und zu 3,7 %
vier oder mehr Bakterienarten zu isolieren. In der vorliegenden Studie konnten in 4 von 9 Uteri
positive Bakterienbefunde nachgewiesen werden. In 75 % davon konnte lediglich ein
Nachweis erbracht werden. Aus den Spllproben eines Uterus konnten drei bakterielle
Nachweise differenziert werden. Somit wurde in der eigenen Untersuchung eine ahnliche
jedoch starkere Tendenz als bei Risvanli et al. (2022) zu nur mit einer Bakterienart besiedelten
Uteri wahrgenommen. Es ist zu vermuten, dass die starkere Tendenz auf die deutlich
geringere Stlckzahl im eigenen Versuch zurlckzufiuhren ist. Der Anteil der Kihe mit
Nachweisen von Milchsdurebakterien ist in der eigenen Untersuchung geringer als in den
Untersuchungen von Gartner et al. (2015). Wahrend Gartner et al. (2015) in 6 von 11 (54,5 %)
untersuchten Tieren Bakterien der Familie Lactobacillaceae nachwiesen, belief sich dies auf
33,3 % Nachweise (3 von 9) der Ordnung Lactobacillales (LAB, Milchsaurebakterien) in der
vorliegenden Untersuchung (Studie 2). In der Studie 1 dieser Arbeit konnten in 42,1 % der
untersuchten Uteri LAB bzw. ebenfalls 42,1 % der Uteri Bakterien der Familie Lactobacillaceae
nachgewiesen werden. Die prozentualen Ergebnisse der Studie 1, in der im Vergleich der drei
Untersuchungen die meisten Tiere untersucht wurden, liegen somit in der Mitte zwischen den
Ergebnissen von Gartner et al. (2015) und der Studie 2. Die Gattung Lactobacillus konnte in
der Studie von Gartner et al. (2015) in 45,5 %, in der Studie 1 dieser Arbeit in 26,3 % und in
der Studie 2 kein einziges Mal isoliert werden. Machado et al. (2012) stellten mittels
16S rRNA-Analyse eine signifikant geringere Pravalenz des Genus Lactobacillus in 20 % bei
Tieren mit starker Endometritis zu 50 % bzw. 41 % der Kihe mit milder oder keiner
Endometritis dar. Diese verschiedenen Studien legen nahe, dass die Prasenz von Bakterien
der Gattung Lactobacillus stark variieren kann. Milchsdurebakterien waren Uber die
verschiedenen Untersuchungen hinweg bei gesunden Kihen in 33-55 % der Kihe

nachweisbar.

Die Hypothese, dass Kihe, deren letzte Geburt nicht lange zurlckliegt und die einen
asymmetrischen Uterus aufweisen, ein potenziell durch die Geburt bedingtes ungleiches
Mikrobiom in den Uterushdérnern aufweisen, konnte in dieser Studie nicht bestatigt werden.
Untersuchungen von Sheldon et al. (2002a) zeigen, dass das gravide Horn auch 28 Tage post

partum noch gréRer ist als das nicht gravide Horn. Wahrend der Graviditat durchlauft das
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Fotus-tragende Horn zunehmend morphologische Veranderungen (Albers et al., 2015;
Reynolds et al., 1990; Zheng et al., 1996). Eine Studie an graviden equinen Uteri hat ergeben,
dass sich die vorkommenden bakteriellen Phyla im graviden und nicht graviden Uterushorn
erheblich Uberschneiden. Dennoch sind diese nicht identisch, was auf verschiedene
Kompartimentierungen des Chorioallantois schlieBen lasst (Xia et al., 2017). In der
vorliegenden Untersuchung konnten jedoch, entgegen den Erwartungen, keine Unterschiede
der qualitativen Bakteriennachweise in den Uterushornern von asymmetrischen Uteri
beobachtet werden. Einzig ein Uterus wies im kleineren Uterushorn einen Nachweis von Hefen

auf, wahrend dies im gréReren Uterushorn nicht der Fall war.

Eine Vielzahl von Studien widmet sich der Erforschung des bakteriellen Mikrobioms im
Reproduktionstrakt von Kuhen. Die Besiedlung durch Pilze wurde in diesem Zusammenhang
bislang jedoch nur unzureichend erforscht. Pilze sind in der Umwelt weit verbreitet, wobei
insbesondere pflanzliche Futtermittel natirlicherweise mit Hefen belastet sind. Es wird
angenommen, dass die Pilze oder Hefen, die den Uterus besiedeln, in der Regel aus einem
Reservoir in der Vagina und den aufReren Genitalien stammen und wahrend der Insemination
oder intrauterinen Behandlung iatrogen in den Uterus getragen werden (Dascanio et al., 2001).
Pilze, die die Reproduktion stéren, werden in der Fachliteratur als opportunistische Pathogene
bezeichnet und bendtigen pradisponierende Faktoren, um eine Infektion auszulésen
(Dascanio et al., 2001; Saini et al., 2019). In verschiedenen Studien an Kuhen und Biffeln
konnten in 10,4 bis 28,6 % der Falle mit gestérter Reproduktion wie einer Endometritis,
Zervizitis, Vaginitis oder nach einem Abort Pilze im Genitaltrakt festgestellt werden (Garoussi
et al., 2007; Saini et al., 2019; Verma et al., 1999). Garoussi et al. (2007) stellten jedoch ein
ebenso haufiges Vorkommen von Pilzen in der Cervix und Vagina von tragenden und nicht
tragenden, gesunden Milchkuhen fest. In 2 von 9 untersuchten Uteri (22,2 %) der vorliegenden
Studie 2 konnten Hefen nachgewiesen werden, wobei kein Zusammenhang mit der
Uterusgesundheit untersucht wurde. Die Hefen lieRen sich im Gegensatz zu besiedelnden
Bakterien nicht im gesamten Uterus nachweisen. Schimmelpilze konnten in keinem der neun
untersuchten Uteri nachgewiesen werden. Die Préasenz von Candida kefyr in der Gebarmutter
fihrt zu einer milden, nicht eitrigen Inflammation des Endometriums (Karstrup et al., 2017).
Ebenfalls bei Stuten sind Endometritiden aufgrund einer Candidose beschrieben (Pugh et al.,
1986).

Insgesamt lasst sich festhalten, dass keine Unterschiede in der bakteriellen Besiedlung
zwischen den drei untersuchten Lokalisationen im Uterus (Corpus uteri, linkes Uterushorn,
rechtes Uterushorn) feststellbar waren. Eine Besiedlung mit LAB lag in 33,3 % der
untersuchten Uteri vor, was eine geringere Pravalenz im Vergleich zu anderen Studien

aufzeigt.
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6 Zusammenfassung

Alexandra Krebbers
Einfluss des Uterusmikrobioms auf in vivo gewonnene Rinderembryonen

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollte das uterine Mikrobiom am Tag der
Embryonengewinnung und dessen Einfluss auf die Qualitdt in vivo gewonnener
Rinderembryonen untersucht werden. Es sind zahlreiche Einflussfaktoren auf den Erfolg der
In-vivo-Embryonengewinnung bekannt, die sich jedoch zumeist auf die Follikulogenese und
die Ovulationen auswirken. Bislang existieren nur wenige Erkenntnisse zu uterinen
Einflussfaktoren. Auch das Mikrobiom in der Uterushornspitze und seine mdgliche Rolle

wahrend der frlhen Embryogenese sind bislang kaum erforscht.

Ziel der ersten Untersuchung war es, den Einfluss der mikrobiellen Besiedlung der
Uterushornspitzen auf die Embryonenqualitédt in vivo gewonnener Rinderembryonen zu
analysieren. Insbesondere der Einfluss des Lactobacillus buchneri war von besonderem
Interesse. Daflir wurden 19 Embryonengewinnungen untersucht, die im Rahmen eines
kommerziellen Embryotransferprogramms im Zuchtgebiet des Vereins Ostfriesischer
Stammviehzichter im Zeitraum von Mai 2021 bis Juli 2022 unter Verwendung des Praparats
Pluset® stattfanden. Die Spllung jedes Uterushorn erfolgte separat mit neuem Material mit
jeweils 600 ml Spilmedium (EmXcell embryo flushing medium®). Fir die mikrobiologische
Untersuchung wurden 10 ml aus den ersten 60 ml des zurickgewonnenen und gefilterten
Spulmediums sowie 10 ml des Filteriberstandes entnommen. Die Klassifizierung der
Embryonen erfolgte nach den Kriterien der IETS (International Embryo Technology Society).
Die zurlickgewonnene Spilflissigkeit wurde gemessen und ihre Tribung sowie
Blutbeimengung beurteilt. Im Labor folgte jeweils eine Kultivierung jeder Probe auf/in vier
verschiedenen Medien bei zwei unterschiedlichen Inkubationsbedingungen. Jede Probe
wurde sowohl mikroaerophil als auch aerob direkt auf Rogosa-SL-Agar und MRS-Agar
ausgestrichen sowie in Rogosa-SL- und MRS-Bouillon vorkultiviert, wodurch pro Tier 32
Untersuchungsdurchgange angesetzt wurden. Spulproben der letzten neun Versuchskiihe
wurden zusatzlich auf einen allgemeinen Keimgehalt hin auf Columbia-, Gassner-, Sabouraud-
und YGC-Agar untersucht. Anhand einer Literaturrecherche erfolgte die Klassifizierung der
nachgewiesenen Bakterien in drei Kategorien: ,potenziell pathogen®, ,potenziell probiotisch®,
Kommensale. Die Einteilung des Uterusmikrobioms der Uterushoérner erfolgte entsprechend
dieser Bakterienkategorien in ,potenziell pathogen® (PATH), ,potenziell probiotisch“ (PROB)
und gemischt (MIX). Die Ergebnisse der Embryonengewinnungen pro Horn wurden in

Abhangigkeit zum Uterusmikrobiom analysiert. Weiterhin wurde ausgewertet inwiefern sich
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das Laktationsstadium, die Milchleistung, die Paritat, die Kérperkondition, die Eutergesundheit

der Donoren sowie das eingesetzte Sperma auf die Embryonenqualitat auswirken.

Des Weiteren erfolgte eine Analyse der Rickgewinnung, Tribung und Blutbeimengung der

Spulflissigkeit der Hornspllungen.

Folgende Ergebnisse wurden ermittelt:

1.

Es konnten insgesamt 66 mikrobiologische Nachweise erbracht werden. Die
Bakteriengattungen Staphylococcus mit 12, Escherichia mit 10 und Lactobacillus mit
8 Nachweisen waren die am starksten vertretenen Bakteriengattungen. Die am

haufigsten nachgewiesene Bakterienart war E. coli.

Lactobacillus buchneri wurde lediglich aus 3 von 38 untersuchten Uterushornern in
zwei Donoren isoliert. Diese Laktobazillenart ist also nur selten im Uterus von
Milchkihen = 83 DIM nachzuweisen. Neben L. buchneri konnten die Laktobazillen
L. parabuchneri, L. sakei und L. plantarum nachgewiesen werden. Die Ordnung
Lactobacillales (Milchsaurebakterien, LAB) konnte in 8 von 19 Uteri (42,1 %) isoliert

werden.

Die mikrobiologischen Nachweise waren zu 54,5 % von potenziell pathogenen und zu
37,9 % von potenziell probiotischen Bakterien. Das Mikrobiom der 38 untersuchten
Uterushdrner stellte sich wie folgt dar: 39,5 % PATH, 28,9 % PROB, 26,3 % MIX, 5,3 %
KOM. Dreizehn von 19 Uteri wiesen eine Besiedlung in mindestens einem Horn mit

probiotischen Keimen auf.

Im Durchschnitt konnten 11,9 £ 9,9 gesamt gewonnene Embryonen und Eizellen pro
Uterus und 5,9 + 5,3 pro Uterushorn gewonnen werden. Die durchschnittliche Anzahl
und Rate transfertauglicher Embryonen belief sich pro Uterus auf 7,3 = 7,0 bzw.
65,4 £ 31,5 % und pro Uterushorn auf 3,6 + 3,8 bzw. 63,0 + 34,6 %. Die Rate

unbefruchteter Eizellen lag pro Uterus und Uterushorn bei ca. 24 %.

Das Uterusmikrobiom nahm keinen signifikanten Einfluss auf die Qualitat in vivo
gewonnener Rinderembryonen pro Hornspulung (links oder rechts). Hinsichtlich der
Gesamtzahl an Embryonen und Eizellen sowie der Anzahl und Rate der
transfertauglichen Embryonen, der Embryonen erster Qualitadt und der degenerierten
Embryonen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den mikrobiellen
Kategorien PATH, PROB und MIX. Ebenso bestand in der Anzahl und Rate der
unbefruchteten Eizellen als Indikator fir die Befruchtungsrate kein signifikanter

Unterschied zwischen den mikrobiellen Kategorien.
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6. Das Laktationsstadium, die Milchleistung, die Kérperkondition und die Eutergesundheit
nahmen keinen signifikanten Einfluss auf die Erfolgsparameter der
Embryonengewinnungen. Bei Spllungen von Primipara konnte tendenziell (p = 0,07)
ein groRerer Anteil transfertauglicher Embryonen gewonnen werden. Bei
Embryonengewinnungen von Kuhen, die mit konventionellem Sperma besamt wurden,

konnten tendenziell (p < 0,08) mehr Embryonen erster Qualitat beobachtet werden.

7. Die Rickgewinnung der Spiilflissigkeit nimmt keinen signifikanten Einfluss auf die
untersuchten Erfolgsparameter der Embryonengewinnungen pro Horn (links oder
rechts). Auch zwischen dem Tribungsgrad der Spiilflissigkeit sowie dem Grad der
Blutbeimengung zu der Embryonenqualitdt bestand kein eindeutig signifikanter
Zusammenhang, wenngleich seitenabhangige Tendenzen erkennbar waren. Bei
Spulungen der rechten Uterushdrner zeigte sich eine tendenziell negative Korrelation
zwischen einer leichten bis mittelgradigen Tribung (Kategorie 2) sowie einer leicht bis
starken Blutbeimengung (Kategorie 2) und dem Anteil an Embryonen erster Qualitat
(jeweils p < 0,06) sowie bei dem Tribungsgrad 1 und der Blutbeimengung Kategorie 1
ein tendenziell héherer Anteil degenerierter Embryonen (jeweils p < 0,1). Beide
Zusammenhange konnten bei der Auswertung der Spllungen der linken Uterushérner
nicht bestatigt werden. Demgegenuber konnte bei Spulungen der linken Uterushorner
bei einer Tribung Kategorie 1 eine tendenziell héhere Anzahl (p < 0,07) und eine
signifikant hohere Rate (p < 0,02) unbefruchteter Eizellen beobachtet werden. Dies
konnte wiederum bei der Auswertung der rechten Uterushdrner nicht bestatigt werden.
Die Faktoren Trubung und Blutbeimengung scheinen miteinander zu korrelieren. In
31 der 34 untersuchten Uterushoérner lag ein Ubereinstimmender Befund der beiden

Faktoren vor.

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass keine nachteilige oder férderliche
Beeinflussung durch ein potenziell probiotisches, potenziell pathogenes oder gemischtes
Uterusmikrobiom auf die Qualitdt in vivo gewonnener Rinderembryonen vorliegt.
Lactobacillus buchneri konnte zu selten aus dem Uterus von Kihen am Tag der
Embryonengewinnung nachgewiesen werden, um einen Effekt dieses Bakterienstamms auf

die Embryonenqualitat zu ermitteln.

Die Zielsetzung der zweiten Untersuchung bestand in einer vergleichenden Analyse des
Mikrobioms an drei verschiedenen Lokalisationen im Uterus. Zu diesem Zweck wurden die
Uteri von neun Schlachtkiihen im Corpus uteri und sowohl im linken und rechten Uterushorn
mikrobiologisch untersucht. Dafur wurde das Corpus uteri und die kranialen Anteile (ab dem

héchsten Punkt der Kurvatur) der linken und rechten Uterushérner mit einem Skalpellschnitt
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eroffnet und mit je bis zu 30 ml Spiilflissigkeit (EmXcell embryo flushing medium®) gespililt.

Die zuriickgewonnene Spiilflissigkeit wurde zum Nachweis Laktat bildender Bakterien (LAB)

auf einem MRS-Agar untersucht. Zusatzlich wurde die Spiilflissigkeit auf den allgemeinen

Bakteriengehalt auf Columbia-, Gassner-, Sabouraud- und YGC-Agar analysiert.

Folgende Ergebnisse wurden ermittelt:

8.

10.

Sieben der 27 untersuchten Proben waren in der mikrobiologischen Untersuchung
keimfrei (3x linkes Uterushorn, 2x rechtes Uterushorn, 2x Uteruskorper) von insgesamt
4 Kuhen. Weitere acht Proben wiesen lediglich einen ggr. unspezifischen Keimgehalt
auf. Aus 15 Proben (55,6 %) konnten demnach keine spezifischen Bakterienarten

isoliert werden.

Coliforme Keime konnten in zwei Uteri an allen drei Lokalisationen nachgewiesen
werden. Bei einem der beiden Tiere wurde parallel in allen drei Lokalisationen eine
Besiedlung mit Proteus spp. und LAB nachgewiesen. Die Bakterienart Trueperella
pyogenes sowie Schimmelpilze konnten aus keiner Probe isoliert werden. Hefen

wurden in zwei Uterushornern und einem Uteruskorper in zwei Tieren nachgewiesen.

LAB wurde in drei Uteri (33,3 %) an jeweils allen drei Lokalisationen nachgewiesen.
Zwei Uteri waren ausschlieBlich mit LAB besiedelt. Die Gattung Lactobacillus konnte

in keiner der Proben isoliert werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in dieser Untersuchung keine Unterschiede in

der bakteriellen Besiedlung zwischen den drei Lokalisationen im Uterus vorlagen. Dies lasst

den Schluss zu, dass eine alleinige Beprobung im Corpus uteri ausreichend ist, um eine

Einschatzung des Mikrobioms im gesamten Uterus zu erlangen.
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7 Summary

Alexandra Krebbers
Influence of the uterine microbiome on in vivo derived bovine embryos

The aim of this study was to investigate the uterine microbiome on the day of embryo collection
and its influence on the quality of in vivo derived bovine embryos. Although numerous factors
have been identified as affecting the success of in vivo embryo collection, research has
predominantly been focused on the effects during folliculogenesis and ovulation. To date, little
is known about uterine factors. Likewise, the microbiome of the uterine horn tip and its impact

on early embryogenesis remain largely unexplored.

The aim of the first study was to investigate the impact of microbial colonization of the uterine
horn tips on the quality of in vivo derived bovine embryos. The influence of Lactobacillus
buchneri was of particular interest. Nineteen embryo collections were examined that were
carried out as part of a commercial embryo transfer programme of the Verein Ostfriesischer
Stammviehzlichter (association of cattle breeders of East Frisia) between May 2021 and July
2022. Pluset® was used for superovulation in all cows. Each uterine horn was flushed
separately with fresh material using 600 ml of flushing medium (EmXcell embryo flushing
medium®). For microbiological examination, 10 ml were taken from the first 60 ml of the
recovered and filtered flushing medium, in addition to 10 ml from the filter supernatant. The
embryos were classified according to IETS (International Embryo Technology Society) criteria.
The recovered flushing medium was measured, and its turbidity and blood content were
assessed. In the laboratory, each sample was cultured on or in four different media under two
different incubation conditions. Specifically, samples were directly plated onto Rogosa-SL agar
and MRS agar under both aerobic and anaerobic conditions, and additionally pre-cultured in
Rogosa-SL and MRS broth. This process resulted in 32 test runs per animal. Samples of the
flushing medium from the last nine cows were additionally tested for general bacterial content
on Columbia agar, Gassner agar, Sabouraud agar and YGC agar. The bacteria detected were
classified into three categories based on a literature research: potentially pathogenic,
potentially probiotic, commensal. The classification of the microbiome of the uterine horn tip
was based on the bacterial categories as potentially probiotic (PROB), potentially pathogenic
(PATH) and mixed (MIX). The results of the embryo collections of each horn were analysed in
relation to the uterine microbiome. Furthermore, the effects of the stage of lactation, milk yield,
parity, body condition, udder health of the donors and the semen used on embryo quality were
evaluated. In addition, the recovery, turbidity and blood contamination of the flushing medium

was analysed.
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The following results were obtained:

1.

A total of 66 microbiological identifications were obtained. The most prevalent bacterial
genera were Staphylococcus (12x), Escherichia (10x), and Lactobacillus (8x). The

most prevalent bacterial species identified was E. coll.

Lactobacillus buchneri was isolated from only 3 of 38 uterine horns examined in two
donors. Consequently, the prevalence of this Lactobacillus is low in the uterus of dairy
cows more than 83 DIM. In addition to L. buchneri, the lactobacilli L. parabuchneri, L.
sakei, and L. plantarum were detected. The bacterial order Lactobacillales (lactic acid
bacteria, LAB) was isolated in 8 of 19 uteri (42,1%).

Of the microbiological detections, 54.5% were potentially pathogenic and 37.9% were
potentially probiotic bacteria. The microbiome of the examined 38 uterine horns was
determined as follows: 39.5% PATH, 28.9% PROB, 26.3% MIX, and 5.3% KOM. Of
the examined 19 uteri, 13 showed colonization with probiotic bacteria in at least one

horn.

The mean number of total embryos and oocytes recovered per uterus was 11.9 + 9.9
and per uterine horn 5.9 + 5.3. The mean number and percentage of transferable
embryos was 7.3 + 7.0 and 6.5 + 31.5% per uterus, and 3.6 + 3.8 and 63.0 + 34.6%
per uterine horn, respectively. The rate of unfertilised oocytes per uterus and uterine

horn was approximately 24%.

The uterine microbiome shows no significant influence on the quality of bovine in vivo
derived embryos in the embryo flushings of left or right horns. No significant differences
were observed between the microbial categories PATH, PROB, MIX in terms of total
number of embryos and oocytes recovered as well as in the number and rate of
transferable embryos, embryos of first quality and degenerated embryos. Similarly,
there was no significant difference between the microbial categories in the number and

rate of unfertilised oocytes as an indicator of the fertilisation rate.

The stage of lactation, milk yield, body condition, and udder health showed no
significant influence on embryo quality. The embryo recovery of primiparous cows
showed a tendency (p = 0.07) to recover a larger proportion of transferable embryos.
In embryo recoveries from cows inseminated with conventional semen compared to
sexed semen, a tendency (p < 0.08) to obtain more embryos with excellent quality was

observed.



Summary 168

7. The recovery of the flushing medium did not have a significant impact on the
investigated quality parameters of embryo recoveries per uterine horn (left or right).
Likewise, no clear significant correlation was observed between the turbidity or blood
contamination of the flushing medium and embryo quality, although side-dependent
tendencies were apparent. For recoveries of the right uterine horns, a tendency
towards a negative correlation was observed between turbidity category 2 as well as
blood contamination category 2 and the proportion of embryos with excellent quality
(p < 0.06, respectively). Also, there was a tendency for a higher proportion of
degenerated embryos in right uterine horns with a turbidity category 1 and blood
contamination category 1 (p < 0.1, respectively). Both associations could not be
confirmed in the analysis of recoveries from the left uterine horns. Conversely, for
flushing of the left uterine horns, turbidity category 1 was associated with a tendency
for a higher mean number (p < 0.07) and a significantly higher mean rate (p < 0.02) of
unfertilised oocytes. This finding could also not be confirmed in the analysis of the right
uterine horns. The factors turbidity and blood contamination appear to correlate with
each other. In 31 of 34 uterine horns examined, there was a consistent finding of both

factors.

In summary, there is no adverse or beneficial influence of a potentially probiotic, potentially
pathogenic, or mixed uterine microbiome on the quality of in vivo derived bovine embryos.
Lactobacillus buchneri was detected in low numbers in the uterus of cows on the day of embryo
recovery, which precluded the determination of the effect of this bacterial strain on embryo

quality.

The aim of the second study was to conduct a comparative analysis of the microbiome at
three different locations in the uterus. Therefore, the uteri of nine slaughtered cows were
examined microbiologically, dissected in the corpus uteri and in the left and the right uterine
horn. The corpus uteri and the cranial portion (from the highest point of the greater curvature)
of the left and right uterine horn were opened with a scalpel incision and flushed with up to
30 ml flushing medium (EmXcell embryo flushing medium®) each. The recovered flushing
medium was examined using MRS agar to detect LAB. Additionally, the medium was analysed

for general bacterial content using Columbia, Gassner, Sabouraud and YGC agar.
The following results were obtained:

8. Seven of the 27 samples examined were detected to be germ-free (3x left horn, 2x right
horn, 2x uterine body) from a total of 4 cows. Further eight samples showed only a low
level of non-specific bacteria. In total, in 15 samples (55.6%), no specific bacterial

species could be isolated.
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9. Coliform bacteria were detected in two uteri at all three locations. In one of the two
cows, the presence of Proteus spp. and LAB was also detected in all three locations.
The bacterial species Trueperella pyogenes and the mould fungi could not be isolated
from any of the samples. The presence of yeast was detected in two uterine horns and

one uterine body in two animals.

10. LAB were detected in in three uteri (33.3%) in all three locations. Two uteri were
determined to be colonised exclusively with LAB. The genus Lactobacillus could not be

isolated in any of the samples.

In summary, the study did not detect any differences in bacterial colonisation between the
three uterine locations. These findings suggest that sampling the corpus uteri alone is sufficient

to obtain an assessment of the microbiome in the entire uterus.
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12 Anhang

12.1 Muster Superovulationsplan

VOST-ET (D-ETR-050 EWG) Telefon: 0491/8004-300
Am Bahndamm 4 Telefax: 0491/8004-322
26624 Sudbrookmerland Email: J.Detterer@vost.de

Internet: http://www.vost.de

ET-Vorbereitungsplan

Kuh: Hb.-Nr. Der Besitzer ist dafiir
Besitzer: verantwortlich, dass von dem
Spendertier eine DNA-Karte
vorliegt!
[Spendertier in Brunst: | |
Pluset mit 10,5ml des E

Donnerstag.03.06.21  |morgens 2|ml FSH = Pluset® Losungsmittels
Donnerstag.03.06.21 _|abends 2|ml FSH i I
Freitag.04.06.21 morgens 1,2|ml FSH
Freitag.04.06.21 abends 1,2|ml FSH
Samstag.05.06.21 morgens 1|ml FSH
Samstag.05.06.21 abends 1|ml FSH und e
Sonntag.06.06.21 morgens 0,8|ml FSH + 2 ml |Estrumate ® |1 Besamung ca. 12 Stunden
Sonntag.06.06.21 abends 0,8|mI FSH + 5 ml [Dinolytic® |5 & 5 R osamung ca.
Montag.07.06.21 morgens 12 Stindon apéter.
Montag.07. 06.21 abends BrunStbeObaChtung ;‘n?neds:r:nrl\l:t?hcgru?s}izginn
Dienstag.08.06.21 morgens Brunstbeobachtung durchfiihren. Die zweite
Dienstag.08.06.21 abends 1. Besamung e
Mittwoch.09.06.21 morgens 2. Besamung [+ 5 ml Receptal®
Montag.14.06.21 abends 5 ml Dinolytic® 12 - 16 Stunden vor Spiilung
Dienstag.15.06.21 Spiilung auf dem Betrieb nach Absprache |

Bei Eri‘nlsaitz von rzwgi_ver_?::h“ :

i ™

Medikamente im Kihlschrank aufbewahren! Alle Spritzen in den Muskel geben!
Nicht aufgebrauchte Medikamente mussen zurlickgegeben werden!
Plusetreste bitte in kleinen Portionen einfrieren.

Wartezeiten Milch: FSH: 0 Tage; Estrumate: 0 Tage Dinolytic: 0 Tage

Die exakte Einhaltung des Behandlungsplanes und eine genaue Brunstbeobachtung von
Spender- und Empfangertieren sind Grundvoraussetzungen fir einen erfolgreichen
Embryotransfer!

Bei besonderen Spermawlinschen (z.B. gesextes Sperma) bitte rechtzeitig den Techniker
informieren bzw. bestellen!

Wichtige Telefonnummern: J. Detterer 0162/2340011 H. Hinrichs 0162/2340027 A. Park 0162/2340029
M. Stein 0162/2340047
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12.2 Einzeltierprotokolle

12.2.1 Protokoll zur Voruntersuchung

Befundbogen - Startuntersuchung
Versuchinformationen

In-vivo Embryonenprojekt

Untersuchende
Laufende Nr. Heutiges Datum Besitzer Ort Person
Vorbericht
Anzahl Superovu. -
Ohrmarke Rasse Geburtsdatum Laktationen Insg. | in dieser Lakt.
Milchleistung letzte
Milchkontrolle
Letzte Kalbung Geburtsverlauf Letzte Brunst Brunstintensitat (+Datum)
Allgemeinuntersuchung zum Startzeitpunkt (Zyklustag 8-14)
Ernahrungszustand/
Allgemeinverhalten |Ingestionsverhalten |Exkretionsverhalten [Pflegezustand BCS
Haltung Kérpertemp. Herzfrequenz Atemfrequenz Kot
Habitus
Gynédkologische Untersuchung zum Startzeitpunkt (Zyklustag 8-14)
AuBerlich Rektal - Uterusbefunde
Ausfluss Vulva Grole Konsistenz Symmetrie

Rektalsonographie - Ovarbefunde

Ovar links: GroRe [cm]

Ovar rechts: Grof3e [cm]

Corpus luteum [cm] |Blase [cm]

Corpus luteum

Blase

Bild-Nr im Gerat:

Bild-Nr im Geréat:
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Vaginale Untersuchung

Portio vaginalis Portio und Scheidengewdlbe
Form Offnungsgrad Farbe Feuchtigkeitsgad Schleimhautoberfl.
Geschlechts Superovulation
gesundheit eingeleitet?
Erlauterung zum Versuchsprotokoll
Versuchinformationen & Vorbericht
Lfd. Nr 1-30
Ohrmarke laut VWO
Rasse Rasseschlissel der ADR; 1=sbt, 2=rbt...10=DSN
Geburtsverlauf alleine(1), leicht(2), schwer(3) (Starke Zughilfe, Torsio

Brunstintensitat

Allgemeinuntersuchung
Allgemeinverhalten

Ingestionsverhalten

Exkretionsverhalten

Pflegezustand (Hygienescoring Card n. Cook)
Erndhrungszustand (BCS n. Edmondson)
Haltung

Kérpertemperatur

Herzfrequenz

Atemfrequenz

Kot

Habitus

Gynakologische Untersuchung
Ausfluss

Vulva

GroRe

Konsistenz
Symmetrie
Ovar-Grélie
C.I/Blase @

Form

Offnungsgrad

Farbe
Feuchtigkeistgrad
Schleimhautoberflache

Geschlechtsgesundheit
Superovulation eingeleitet?

uteri, Kaiserschnitt) oder keine Angaben (0)
deutlich(1), schwach (2), sehr stark(3), keine duleren
Anzeichen(0)

ruhig und aufmerksam (1), apathisch(2), unruhig(3),
aufgregt (4), sehr aufgeregt (5)

ungestort(1), gestort(2), nicht beobachtet (0)
ungestort(1), gestort(2), nicht beobachtet(0)

1-4

1-5

gerade Riickenlinie (1), leicht aufgekrimmte
Rickenlinie (2), stark aufgekrimmte Riickenlinie (3)
38,0-39,0°C(1), <38,0°C(2), >39,0°C(3)
65-80'min(1), <65'min(2), >80'min(3)

15-35'min(1), <15'min(2), >35'min(3)

reichlich, mittelbreiig, maRig zerkleinert, griinoliv, keine
Beimengungen (1), verandert (2)

nicht (1), ggr.(2), mgr(3), hgr(4) erkranktes Tier

kein(1), klar(2), mukopurulent(3), purulent(4)
0.b.B.(1), Odem(2), mangelnder Schluss(3),
Schréagstellung(4), Verletzung(5)

unter der Hand versammelbar, Horner je 1-Finger
stark(1); unter der Hand versammelbar, Horner je 2-
Finger stark(2); fast unter der Hand versammelbar,
Horner je 3-Finger stark(3)

schlaff, wenig kontraktionsbereit(1); mittelmafig
kontraktionsbereit(2), stark kontraktionsbereit(3)
symmetrisch(1), assymetrisch rechts(2), assymetrisch
links(3)

0-..cm x 0-...cm

0-...cm

rosettenférmig (1), zapfenférmig(2), breit verlaufend(3),
schlaff, lappig Giberhéngend (4)

geschlossen(1), strohalmstark gedffnet (2), bleistifstark
geoffnet(3), fingerstark gedffnet(4), 2 Finger stark
geoffnet(5), 3 Finger stark gedffnet(6)

blassrosa(1), blass(2), hyperamisch(3), dtl. krankhafte
R6tung(4), sehr starke schmutzige Rétung(5)

maRig feucht(1), trocken(2), wenig feucht(3), stark
feucht(4), Flussigkeitsansammlung (5)

glatt(1), rau(2)

ungestort(1), gestort(2)

ja(1), nein(2)
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12.2.2 Protokoll zur Besamung

In Vivo Embryonenprojekt

Befundbogen — Besamung
Versuchsinformationen

Laufende Nr.: Ohrmarke:
Betrieb:

Besamende Person:

Brunst

Erste Brunstwahrnehmung Datum: Uhrzeit:

Brunstidentifikation: [JHilfsmittel: [Name]
[CJAktivitatsmessung [JAufsprungdetektoren
CJandre:
OWerte:

[visuell: Haufigkeit am Tag:
[Cgar nicht
Brunstintensitat: (lkeine dulReren Anzeichen
Oschwach [deutlich  Osehr stark
[JAufspringen [JStehen [JVaginalschleim COMilchrickgang
[JSchwellung der Scham  [JRo&tung der Scham

Rektale Untersuchung
Gebarmutter: GroRe: I - unter der Hand zu versammeln, Horner 1 Finger-stark
Il - unter der Hand zu versammeln, Horner 2 Finger-stark
[J1N - fast unter der Hand zu versammeln, Horner 3 Finger-stark
Konsistenz: [l - schlaff, wenig kontraktionsbereit
11 - mittelmaRig kontraktionsbereit
111 - stark kontraktionsbereit
Symmetrie:  [Osymmetrisch
Oasymmetrisch: Clrechts groBer  Cllinks groRer

Besamungsvorgang

1. Besamung

Datum: Uhrzeit:

Sperma: CJungesext [Clgesext

Bulle:

Vorschub der Besamungspipette:  [J< 1min [J1-5min [J> 5min

OInicht moaglich
2. Besamung

Datum: Uhrzeit:

Sperma: Jungesext [Clgesext

Bulle:

Vorschub der Besamungspipette:  [J< 1min [J1-5min [J> 5min

OInicht maglich
3. Besamung

Datum: Uhrzeit:

Sperma: [Jungesext [Jgesext

Bulle:

Vorschub der Besamungspipette: [J< 1min [J1-5min [J> 5min

[nicht moéglich
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12.2.3 Protokoll zum Tag der Embryonengewinnung

Befundbogen - Embryonengewinnung In-vivo Embryonenprojekt
Versuchinformationen Vorbericht

Tage nach der Auffalligkeiten seit
Laufende Nr. Spiildatum Besamung Uhrzeit Besamung

Allgemeinuntersuchung am Tag der Embryonengewinnung
Allgemeinverhalten [Haltung Korpertemp. Kot Habitus

Gynakologische Untersuchung am Tag der Embryonengewinnung
AuBerlich Rektal - Uterusbefunde

Ausfluss Vulva GroRe Konsistenz Symmetrie

Rektalsonographie - Ovarbefunde

Ovar links: GrolRe Ovar rechts: Grof3e

Anzahl Corpora Anzahl Corpora

lutea Anzahl Blasen lutea Anzahl Blasen
Bild-Nr. Gerat: Bild-Nr. Gerat:

Embryonengewinnung

Rechts
Vorschub Menge eingefiihrter [Menge riickgewon. |Triibung Blutbeimengung
Spiilkatheter Spuilflissigkeit Spuilflissigkeit rlickgewon. Splilfl.  [rlickgewon. Spiilfl.
Links
Vorschub Menge eingefuhrter |Menge riuckgewon. |Tribung Blutbeimengung
Spulkatheter Spulflissigkeit Spuilflissigkeit rickgewon. Spiilfl. _|rickgewon. Spiilfl.
Embryonenbewertung
Rechts

Taugliche Nicht taugliche davon: davon:
Embryonen gesamt |Embryonen Embryonen Unbefruchtete E. Degenerierte E.
Links

Taugliche Nicht taugliche davon: davon:
Embryonen gesamt |Embryonen Embryonen Unbefruchtete E. Degenerierte E.
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Klassifizierung der tauglichen Embryonen - Rechts

|Qualitat/
Stadium —

3 4

5 6 7

1

2

3

Links

1Qualitat/
Stadium —

1

2

3

Erlauterung zum Versuchsprotokoll
Versuchinformationen & Vorbericht
Lfd. Nr

Allgemeinuntersuchung
Allgemeinverhalten

Haltung

Korpertemperatur
Kot

Habitus
Gynakologische Untersuchung
Ausfluss

Vulva

Grole

Konsistenz
Symmetrie

Ovar-GréRe
Anzahl Corpora lutea / Blasen

Embryonengewinnung
Vorschub Spilkatheter

Menge eingefiihrter Spulfl.

Menge riickgewonnener Spilfl.
Tribung rickgewonnener Spilfl.
Blutbeimengungen riickgewon. Spiilfl.

Klassifizierung der Emrbyonen
Qualitat und Satdien

1-30

ruhig und aufmerksam (1), apathisch(2), unruhig(3),
aufgregt (4), sehr aufgeregt (5)

gerade Rickenlinie (1), leicht aufgekrimmte
Rickenlinie (2), stark aufgekrimmte Rickenlinie (3)
38,0-39,0°C(1), <38,0°C(2), >39,0°C(3)

reichlich, mittelbreiig, magig zerkleinert, griinoliv,
keine Beimengungen (1), verandert (2)

nicht (1), ggr.(2), mgr(3), hgr(4) erkranktes Tier

kein(1), klar(2), mukopurulent(3), purulent(4)
0.b.B.(1), Odem(2), mangelnder Schluss(3),
Schréagstellung(4), Verletzung(5)

unter der Hand versammelbar, Horner je 1-Finger
stark(1); unter der Hand versammelbar, Horner je
2- Finger stark(2); fast unter der Hand versamm,
Hoérner je 3-Finger stark(3)

schlaff, wenig kontraktionsbereit(1); mittelmaRig
kontraktionsbereit(2), stark kontraktionsbereit(3)
symmetrisch(1), assymetrisch rechts(2),
assymetrisch links(3)

0-...cm x 0-...cm

bis 10: genaust méoglichste Angabe, ab 10: >10

<1min(1), 1-5min(2), >5min(3), nicht
maglich(0)

0-...ml

0-...ml

0-5

0-5

nach IETS-Standard
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