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1. Einleitung

Der Embryotransfer beim Rind wird seit vielen Jahren in zahlreichen
Zuchtprogrammen wie z.B. MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer) oder IZP
(Innovatives Zuchtprogramm) angewendet, um insbesondere die Anzahl der
mannlichen Nachkommen ausgewahlter Bullenmuitter zu vergrofdern. Als
Serviceleistung wird Embryotransfer vor allem von Milcherzeugerbetrieben genutzt,
die sich von ihren Spitzenkihen maoglichst viel weibliche Nachzucht erhoffen. Wenn
Tiere aus der unteren Leistungsgruppe der Herde als Empfanger genutzt werden,
ergeben sich zusatzliche Vorteile fur das genetische Potential einer Herde.
Entscheidend fir die Anwendung des Embryotransfers im milchproduzierenden
Betrieb sind stabile Spulergebnisse auf moglichst hohem Niveau, um die Mehrkosten
pro Kalb gering zu halten. Hier wurde in den letzten 20 Jahren nur wenig Fortschritt
erzielt. Durchschnittliche Spulergebnisse liegen derzeit bei 5 bis 6 transfertauglichen
Embryonen, bei etwa einem Dirittel aller Spllungen wird kein tauglicher Embryo
gewonnen. Dabei zeigen sich zwischen den Betrieben, die Embryotransfer nutzen,

erhebliche Unterschiede im Spulerfolg.

Ziel dieser Arbeit war es, ET-Betriebe mit sehr guten bzw. schlechten
Spulergebnissen hinsichtlich Betriebsstruktur, -management und der aktuellen
Fruchtbarkeitslage im Betrieb zu vergleichen. Zudem sollte der Einfluss subklinischer

Infektionen mit Chlamydien auf die Embryonenausbeute ermittelt werden.



2. Literatur

2.1 Entwicklung des kommerziellen Embryotransfers beim Rind

2.1.1 Geschichtlicher Hintergrund

Die grundsatzliche Moglichkeit der Superovulation beim Rind beschrieben erstmals
CASIDA et al. (1943), die Kuhe mit Hypophysenextrakten von Rind und Schaf
behandelten. Schon zu dieser Zeit erkannte man eine erhebliche Variabilitat der
Ovarreaktion. Die ersten Trachtigkeiten durch Embryotransfer beim Rind wurden von
UMBAUGH (1949) erzielt. Alle 4 Empfanger abortierten jedoch vor dem 8.
Trachtigkeitsmonat. Das erste aus Embryotransfer stammende Kalb wurde 1951
geboren (WILLET et al. 1951). Der Tag-5 Embryo wurde durch Schlachtung des
Spendertieres gewonnen und mittels chirurgischen Transfers auf das Empfangertier
ubertragen. Die kommerzielle Nutzung des Embryotransfers begann in den frihen
70er Jahren in Nordamerika. Ursache war die gro3e Nachfrage nach europaischen
Zweinutzungsrassen, unter anderem auch Fleckvieh, die wegen hoher
Transportkosten und langen Quarantanefristen in nur sehr begrenztem Umfang
importiert werden konnten (SEIDEL u. SEIDEL 1991). Als Voraussetzungen flur den
enormen Aufschwung des kommerziellen Embryotransfers bis Anfang der 80er Jahre
sieht HASLER (2003) die Entwicklung unblutiger Spul- und Transfermethoden
(HAHN 1978; HAHN u. HAHN 1976; SREENAN 1975), den Einsatz von
Prostaglandin F,, zur Synchronisation von Spendern und Empfangern (ROWSON et
al. 1972) und die Mdoglichkeit, Embryonen mit Hilfe von Kryoprotectiva wie
Dimethylsulfoxid oder Glyzerin einzufrieren (WILMUT u. ROWSON 1973). Eine
deutliche Erleichterung des praktischen Embryotransfers brachte die Verwendung
von Athylenglycol als Kryoprotectivum (VOEKLEL u. HU 1992). Durch den
Direkttransfer ist der zeitliche und technische Aufwand einer Embryonen-
Ubertragung nicht groBer als bei einer kiinstlichen Besamung mit Tiefgefrier-Sperma
(GORLACH 1997).

2.1.2 Aktueller Stand und Probleme

Im Jahr 2002 wurden weltweit 101.665 Spllungen beim Rind durchgeflihrt und dabei
629.687 transfertaugliche Embryonen gewonnen (Tab. 1). Nordamerika ist mit 41,5
% der Spulungen und 42,1 % der transfertauglichen Embryonen der fuhrende
Kontinent, gefolgt von Europa (18,0 % der Spullungen), Asien (17,3 % der

Spullungen) und Suddamerika (14,4 % der Spulungen). Neben nordamerikanischen



und europaischen Landern wird vor allem in Brasilien, Japan, China und Australien
zunehmend ET, Uberwiegend bei Fleischrassen, betrieben. Innerhalb Europas
wurden in Frankreich, den Niederlanden und in Deutschland die meisten Spulungen
durchgefihrt (THIBIER 2003).

Tabelle 1: Weltweite Embryotransferaktivitit 2002 (THIBIER 2003)

Kontinent Spilungen | Transfertaugliche | Ubertragene | Transfertaugliche
Embryonen Embryonen |Embryonen je
Spullung
Afrika 1.968 12.641 14.342 6,4
Nordamerika | 42.238 265.175 189.124 6,3
Slidamerika |14.189 90.572 119.118 6,4
Asien 17.557 120.951 92.412 6,9
Europa 18.294 102.996 90.371 5,6
Oceania 7.419 37.352 32.945 5,0
Gesamt 101.665 629.687 538.312 6,2

Trotz aller technischen Fortschritte konnten die Spllergebnisse in den letzten Jahren
weltweit nur wenig verbessert werden (GALLI et al. 2003; HASLER 2003) (Tab. 2).
Bei einem Vergleich der Spulergebnisse eines nordamerikanischen
Embryotransferteams im Abstand von 20 Jahren lag die durchschnittliche Anzahl
tauglicher Embryonen pro Spuilung im Jahr 1979 bei 4,6 , im Jahr 1999 bei 4,8
(HASLER 2003). Weltweit lag der Durchschnitt im Jahr 2002 bei 6,1, auf
europaischer Ebene lag der Wert nach Angaben der A.E.T.E. (Assocation
Europeenne de Transfert Embryonnaire) bei 5,6 transfertauglichen Embryonen pro
Spulung (Tab. 1). In Deutschland waren es laut ADR (Arbeitsgemeinschaft
Deutscher Rinderzuchter) im Jahr 2002 durchschnittlich 5,5, in Bayern nach
Angaben der ABB (Arbeitsgemeinschaft der Besamungsstationen in Bayern) 7,1

Embryonen pro Spulung.



Tabelle 2: Weltweite Entwicklung der durchschnittlichen Anzahl transfertauglicher
Embryonen pro Spiillung von 1996 bis 2002 (Newsletter der International Embryo
Transfer Society 1997 bis 2003)

Jahr Spulungen | Transfertaugliche Transfertaugliche
Embryonen Embryonen je
Spulung
1996 88.310 477.875 54
1997 82.307 456.258 55
1998 96.177 528.688 5,5
1999 119.164 714.356 6,0
2000 113.058 664.320 59
2001 101.291 580.077 57
2002 101.665 629.687 6,2

Die Wirtschaftlichkeit des Embryotransfers wird neben der begrenzten Anzahl
tauglicher Embryonen auch durch die grof3e Variabilitat der Spullergebnisse und den
Anteil an Spulungen ohne transferfahige Embryonen (sog. Nullrunden) in Frage
gestellt (HAHN 1992; HAHN et al. 1996; HASLER 2003; KAFI u. MCGOWAN 1997;
NIEMANN 1986). Die Spannbreite der Spulergebnisse reicht von null bis ca. 60
transfertauglichen Embryonen. Der Anteil an Spulungen ohne taugliche Embryonen
liegt zwischen 20 % und 40 % (CHRISTIE et al. 1992; HAHN 1992; HASLER et al.
1983; HASLER 2003; REINDERS et al. 1994).

Bei Betrachtung der deutschen Embryotransferstatistik ist, entgegen dem Trend der
Vorjahre, ab dem Jahr 2001 eine Verschlechterung der Spulergebnisse zu erkennen
(Tab. 3). Gleichzeitig ist zwischen 2000 und 2002 ein Ruckgang der Spulungen um
35 % zu verzeichnen (Abb. 1). Mogliche Ursachen fur diese Entwicklung sind in der
Okonomisch angespannten Situation der Landwirtschaft und der Verunsicherung der
Tierhalter durch Tierseuchen wie BSE (Bovine Spongiforme Encephalopathie) und
MKS (Maul- und Klauenseuche) zu sehen. Zeitgleich veranderte sich der
arzneimittelrechtliche Umgang mit FSH-Praparaten, wie beispielsweise Folltropin®.
Dessen vom Gesetzgeber geduldeter Einsatz, wurde Anfang 2001 untersagt,
wodurch in praxi nur noch der Wirkstoff PMSG (eCG) flur die Superovulation zur
Verfugung stand. Die Superovulationsantwort auf PMSG ist jedoch schlechter als bei
Anwendung von FSH, zudem muss mit unerwinschten Wirkungen wie Bildung von
Ovarzysten gerechnet werden (GALLI et al. 2003; LEIDING 2001; THIBIER 2002).



Tabelle 3: Entwicklung des Embryotransfers in Deutschland von 1984 bis 2002 (ADR-
Jahresbericht 2003)

Jahr Spulungen | Gewonnene | Transfertaugliche | Transfertaugliche
Embryonen | Embryonen Embryonen je
Spulung
1984 1.046 9.818 5.288 51
1985 1.458 12.360 7.021 4,8
1986 1.855 17.388 9.816 53
1987 1.966 18.775 9.873 5,0
1988 2.560 21.444 11.908 4,7
1989 3.780 33.915 20.194 5,3
1990 4.264 39.212 23.350 5,5
1991 4170 37.948 22.372 5,4
1992 3.506 32.991 18.444 53
1993 3.422 32.471 18.312 5,4
1994 3.662 33.448 18.756 5,1
1995 3.890 37.877 20.053 5,2
1996 4.080 42.878 24.432 6,0
1997 3.796 41.316 23.955 6,3
1998 4.139 43.511 26.683 6,4
1999 4.247 46.861 29.461 6,9
2000 3.942 48.417 29.624 7,5
2001 3.229 33.535 19.790 6,1
2002 2.567 23.693 14.099 55
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Abbildung 1: Anzahl gewonnener und davon transfertauglicher Embryonen in

Deutschland (ADR-Jahresbericht 2003)

2.2 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Anzahl und Qualitat gewonnener
Embryonen

Seit EinfUhrung des Embryotransfers in die Praxis ist die begrenzte Anzahl an
tauglichen Embryonen und vor allem die hohe Variabilitdt der Superovulations-
reaktionen Anlass zur Suche nach mdglichen Faktoren mit Einfluss auf die
Spulergebnisse. Bei den bislang ermittelten Parametern werden tierspezifische
(intrinsische) und umweltbedingte (extrinsische) Einflusse unterschieden (Tab. 4). Zu
den tierspezifischen Faktoren zahlen Rasse, Alter und Gesundheitszustand des
Spenders. Hierbei spielen insbesondere Stoffwechselsituation, Reproduktionsstatus
und die Geschlechtsgesundheit des Tieres eine wichtige Rolle (KAFI u. MCGOWAN
1997; NIEMANN u. MEINECKE 1993). Genetische Einflisse des Spenders haben
dagegen weniger Bedeutung fur das Spulergebnis. Die in Mutter-Tochter-Modellen
errechnete Heritabilitat fir die Anzahl gewonnener Embryonen war 0,159. Die
Wiederholbarkeit der Ergebnisse lag bei 0,301 (BENYEI et al. 2004).



Tabelle 4: Faktoren der Superovulationsergebnisse beim Rind (BREM 1999, KAFI u.
MCGOWAN 1997, NIEMANN u. MEINECKE 1993)

Tierspezifische Faktoren Umweltfaktoren

e Rasse e Jahreszeit

e Alter e Klima

e Dauer der biologischen Rastzeit e Stress

e Geschlechtsgesundheit e Futterung

e Korpergewicht ¢ Haltungssystem

e Milchleistung e Subklinische Infektionen

e Dominanter Follikel e Wiederholte Superovulation

e Endokrine Ausgangslage (v.a. LH, | e Verwendetes Gonadotropin
Progesteron, Ostrogen) e Behandlungsregime und

¢ Individuelle Veranlagung Behandlungszeitraum

e Besamungsbulle und Anzahl der

Besamungen

Unter den extrinsischen Faktoren haben, wie auch im ,normalen”
Fortpflanzungsgeschehen des Rindes, saisonale und klimatische Gegebenheiten
Einfluss auf die Fertilitat von Spendertieren, sind jedoch nur wenig zu beeinflussen
(FREYTAG et al. 1995; LOTTHAMMER 1999). Des Weiteren hangt der Erfolg der
Superovulation selbstverstandlich in besonderer Weise von der durchgefuhrten
Hormonbehandlung ab. Entscheidend sind hier die Art, die Dosierung und das
Applikationsschema des angewendeten Gonadotropins (KANITZ et al. 2002; KELLY
et al. 1997) sowie die Anzahl wiederholter Superovulationsbehandlungen (BECKER
et al. 1996).

Da in kommerziellen Embryotransferprogrammen der gesamte Ablauf des
Embryotransfers tiberwiegend innerhalb des Herkunftsbetriebes ablauft und dadurch
auch der Betriebsleiter stark in den Ablauf mit einbezogen wird, kann der Betrieb als
Summe vieler Umweltfaktoren angesehen werden (CAMP 1989). Dazu zahlen neben
der Spenderauswahl des Landwirtes Faktoren wie Fruchtbarkeitsmanagement,
Fltterung, Haltungsbedingungen, Stress und subklinische Infektionen des
Spendertieres (DOBSON et al. 2001; KAFI u. MCGOWAN 1997; TROPPMANN
2000).



2.2.1 Betrieblicher Einfluss auf das Spiilergebnis

Zahlreiche Autoren zahlen den Betrieb zu den wichtigsten Kriterien mit Einfluss auf
das Spulergebnis. So sieht HAHN (1992) in einer Auswertung von 2972 Spulungen
den Betrieb als den mit Abstand wichtigsten Faktor fur den Superovulationserfolg.
Weit weniger entscheidend schatzt er die folgenden Kriterien in absteigender
Reihenfolge ein: Jahreszeit, Alter der Spendertiere, Anzahl der Spulungen, Zeit
zwischen Kalbung wund Spillung, Behandlung zur Zyklussynchronisation,
Milchleistung, Fett- und Eiweil3gehalt der Milch, Zuchtwert flr Fettgehalt, Anzahl der
Besamungen und Non-return-Rate des Besamungsbullen. Nach PREISINGER et al.
(1990) sind so genannte ,Nullrunden® (Spulungen ohne transferfahige Embryonen)
eine wesentliche Ursache flr die gro3e Variation der Embryonenausbeute. So lagen
die Mittelwerte fur die Gesamtzahl gewonnener Embryonen in 14 Betrieben mit
durchschnittlich 14 Spendertieren zwischen 4,7 und 11, die mittlere Anzahl
transfertauglicher Embryonen zwischen 4,2 und 7,9 pro Spuilung. Dabei wurde in 3
Betrieben bei einem Drittel aller Spulungen kein transfertauglicher Embryo
gewonnen. Dagegen lag der Anteil an Nullrunden in Spitzenbetrieben unter 10 %.
Sowohl die Gesamtzahl gewonnener Embryonen als auch die Anzahl
transfertauglicher Embryonen waren signifikant durch den Betrieb beeinflusst
(WICHMANN 1990). Bei einer Auswertung von 3249 Kihen aus 53 Betrieben
konnten NEUMANN et al. (1994) einen signifikanten Einfluss des Betriebes auf die
Ovarreaktion und auch auf die Anzahl an transfertauglichen Embryonen pro Spender
feststellen. Auch die Trachtigkeitsraten und die Zahl der geborenen Kalber pro
Spulung waren stark vom Herkunftsbetrieb des Spenders abhangig. Signifikante
Unterschiede in der Anzahl an transfertauglichen Embryonen fand auch CAMP
(1989) bei einem Vergleich von 18 Milchviehbetrieben. Noch deutlicher waren die
Unterschiede bei den Parametern Anzahl tragender Empfanger und geborener
Kalber. Dagegen ergaben sich fiur die durchschnittliche Gesamtzahl an gewonnenen
Eizellen und Embryonen zwar hohe, aber keine signifikanten Abweichungen
zwischen den Betrieben (Mittelwerte fur gewonnene Embryonen/Spulung zwischen
10,4 und 3,9). Bei einer retrospektiven Studie in 29 ostfriesischen
Milchviehbetrieben, in denen 1934 Kuhe superovuliert wurden, erwies sich der
Einfluss des Betriebes ebenfalls als hochsignifikant. Die grof3e Variabilitat zwischen
den einzelnen Betrieben zeigte sich in den Mittelwerten fur die Merkmale

Gesamtzahl gewonnener Eizellen/Embryonen (5,05 bis 13,26) und Anzahl



transfertauglicher Embryonen (2,79 bis 8,22) (HUPKA 2000). Neben diesen
Untersuchungen Uber die allgemeine Bedeutung des Betriebes finden sich in der
Literatur auch Aussagen uber die Bedeutung einzelner Komponenten dieses

Faktorenkomplexes.

2.2.2 Fruchtbarkeitsmanagement und Spenderauswahl

Die umweltbedingten Einflisse auf die Fertilitat einer Herde werden zum grof3en Teil
durch das Betriebsmanagement mitbestimmt. Im Bereich des
Fruchtbarkeitsmanagements sind dies Faktoren wie die Bullenauswahl, die
technische Durchfuhrung der KB, der Zeitpunkt der Besamung, das Beachten der
Rastzeit, die Brunsterkennung und Dokumentation, die Hygiene zum Zeitpunkt der
Abkalbung und im Puerperium sowie die Technik bei der Geburtshilfe durch den
Landwirt. Damit sind Sorgfalt, Zuverlassigkeit, Interesse und Ausbildungsstand des
Betreuers der Tiere von grof3er Bedeutung (DE KRUIF et al. 1998; LOTTHAMMER
1999). Auch HANSELMANN (1995) misst der Betriebsfihrung grof3en Einfluss auf
die Herdenfruchtbarkeit bei, vermutet jedoch, dass das allgemeine
Fruchtbarkeitsmanagement beim Embryotransfer weniger zum Tragen kommt, da
den in der Regel wertvollen Spendertieren spezielle Aufmerksamkeit durch den
Besitzer geschenkt wird. HAHN et al. (1980) konnten zeigen, dass Spendertiere
hinsichtlich ihrer Fruchtbarkeit vom Fertilitatsstatus der Herde beeinflusst werden. In
einer Untersuchung uber die Beziehung zwischen Spulergebnissen von Donoren und
den Erstbesamungsergebnissen ihrer Herkunftsbetriebe konnte anhand der Non-
return-Raten ein deutlicher Zusammenhang gefunden werden. Bei Spendern aus
Herden mit einer Non-return-Rate Uber 50 % konnten durchschnittlich 5,9
Embryonen gewonnen werden, wovon 64,4 % als transfertauglich beurteilt wurden.
Dagegen lag das Ergebnis in Herden mit Non-return-Raten unter 50 % bei 5
Embryonen pro Spilung und einem Anteil an transfertauglichen Embryonen von 57,9
%.

Bei der Auswahl eines Spendertieres gibt der allgemeine Reproduktions- und
Gesundheitsstatus, speziell aber der Verlauf der letzten Geburt, der Abgang der
Nachgeburt, die erste beobachtete Brunst und die Regelmaligkeit der folgenden
Brunstzyklen entscheidende Hinweise auf den Erfolg einer
Superovulationsbehandlung (NIEMANN u. MEINECKE 1993). Trotz einer



grundlichen gynakologischen Untersuchung mussen diese Informationen in der
Regel zum grofl3en Teil aus dem Vorbericht enthommen werden (HAHN et al. 1980).
Dabei stellen die Aussagen des Tierbesitzers haufig subjektive Einschatzungen dar,
die zu falschen Schlussen fuhren konnen. Die Fahigkeit des Besitzers, den
Gesundheitsstatus seines Tieres richtig einzuschatzen nimmt somit Einfluss auf die
richtige Spenderauswahl bzw. die Wahl des richtigen Zeitpunkts fur die
Superovulation (GORLACH 1997).

2.2.3 Futterung

Die Futterung ubt sowohl Uber den Donor als auch Uber die Rezipienten Einfluss auf
den Erfolg eines Embryotransferprogrammes aus. Die Ernahrung des Spenders hat
Effekte auf den Superovulationserfolg, die Vitalitat und Befruchtungsrate der Eizellen
und die Uberlebensrate der Embryonen (DUNN 1980). Mehrere Autoren berichten
Uber negative Auswirkungen einer energetischen Uberversorgung der Spender.
MANTOVANI et al. (1993) zeigten, dass eine ad libitum Fltterung von Jungrindern
100 Tage vor der Superovulation zu niedriger Anzahl und Qualitat der gewonnenen
Embryonen fuhrt. NIBART et al. (1997) ermittelten bei dem Vergleich schlechter
(weniger als 3 transfertaugliche Embryonen), mittelmaliiger (3 bis 6 transfertaugliche
Embryonen) und guter (mehr als 6 transfertaugliche Embryonen) Spllergebnisse
eine deutlich geringere Energieversorgung der Tiere mit den besten Resultaten. Bei
einem Versuch mit trockenstehenden Zebu-Kihen wurden die Tiere fur 3 Monate
entweder energetisch bedarfsgerecht ernahrt (Gruppe 1) oder Uberversorgt (Gruppe
2). Zu Beginn der Superovulation lagen Koérpergewicht und Body condition score
(BCS) der Tiere aus Gruppe 2 deutlich Gber dem der Kihe aus Gruppe 1. Sowohl die
Ovarreaktion, gemessen an der Zahl palpierbarer Corpora lutea pro Kuh, als auch
die Anzahl transfertauglicher Embryonen war in der ersten Gruppe deutlich besser.
Tiere der zweiten Gruppe lieferten keine Embryonen, woflr die Autoren eine
erkennbare Neigung zur Anbildung von Ovarzysten verantwortlich machen
(SIDDIQUI et al. 2002).

Die Auswirkung einer kurzfristig restriktiven Fatterung im Zeitraum der
Superovulation bis zur Embryonengewinnung zeigten NOLAN et al. (1998) an
Jungrindern. Dabei erfolgte beim Beginn der Superovulationsbehandlung eine

schlagartige Reduktion der Energieaufnahme. Die so gefltterten Tiere entwickelten
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im Vergleich zur ad libitum gefltterten Kontrollgruppe eine erhdohte Zahl an Follikeln
und lieferten Embryonen besserer Qualitdt. Die Anzahl gewonnener Embryonen
unterschied sich dagegen nur unwesentlich. Entgegen diesen Ergebnissen konnten
GONG et al. (2002) die Ovarreaktion durch eine energiereiche Futterung 3 Wochen
vor der Superovulation verbessern. Die mit doppeltem Erhaltungsbedarf versorgten
Jungrinder reagierten mit signifikant mehr angebildeten Follikeln als die
Vergleichsgruppe mit einfacher Bedarfsdeckung. Die Anzahl der Corpora lutea und
der Plasma-Progesteronspiegel nach induzierter Ovulation waren ebenfalls deutlich
hoher. Die gleiche Arbeitsgruppe hatte zuvor schon gezeigt, dass bei Farsen die
Anzahl kleiner Follikel (< 4 mm) allein durch eine kurzfristige Erhdhung der
Energieaufnahme gesteigert werden kann (GUTIERREZ et al. 1997).

HAFNER et al. (1991) verglichen mit Hilfe der Ruckenfettdicke-Messung die
Nettoenergiesituation und den Fettstoffwechsel von laktierenden Spendern post
partum mit deren Spllergebnissen. Kiihe, die beim Abkalben als verfettet eingestuft
wurden, lieferten tendenziell weniger transfertaugliche Embryonen als Tiere mit
normaler Kondition. Die Verlaufsmessung der Ruckenfettdicke zeigte, dass sich eine
anhaltende negative Energiebilanz und die damit verbundene Lipolyse im Zeitraum
der Superovulation (10.-18. Woche post partum) deutlich negativ auf die Anzahl

tauglicher Embryonen auswirkt.

In einer Untersuchung Uber verschiedene Rationstypen mit unterschiedlichen
Nahrstoff- und Vitamingehalten konnten von bedarfsgerecht versorgten
Spendertieren durchschnittlich mehr transfertaugliche Embryonen gewonnen werden
als bei einer Unterversorgung mit Energie, Eiwei® und B-Karotin (MENGEL 1988).
BLANCHARD et al. (1990) verglichen 2 Rationen fur Spendertiere, die bei gleichem
Rohproteingehalt (16 %) unterschiedliche Anteile pansenverdaulichen Proteins (64 %
bzw. 73 %) aufwiesen. Unterschieden sich die absoluten Zahlen der gewonnenen
Embryonen nur unwesentlich, so zeigte sich jedoch in den prozentualen Anteilen
befruchteter und auch transfertauglicher Embryonen ein signifikant negativer Effekt
der Ration mit hoherem Anteil von pansenverdaulichem Protein. Die Anzahl der
Donoren ohne jeden transfertauglichen Embryo war in dieser Gruppe deutlich hoher.
Auch HUMBLOT et al. (1998) fanden eine signifikant negative Korrelation zwischen
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einer hohen Menge aufgenommenen verdaulichen Proteins und der Anzahl

transfertauglicher Embryonen.

Als Erklarung fur die Zusammenhange zwischen der Fuatterung und dem
Superovulations- bzw. Spulergebnis der Spendertiere finden sich in der Literatur
verschiedene Ansatze. MURPHY et al. (1991) beobachteten bei Rindern mit
energiereicher Ration vermehrt dominante Follikel. Dagegen wirkte sich eine
kurzzeitig restriktive Futterung negativ auf deren Wachstumsrate und maximale
Grole aus (MACKEY et al. 1997). Die hemmende Wirkung eines funktionell
dominanten Follikels auf die untergeordneten Follikel beider Ovarien wurde von
GINTHER et al. (1989) beschrieben. Dies ist die Ursache fir den haufig zu findenden
signifikant negativen Einfluss eines zu Stimulationsbeginn vorhandenen dominanten
Follikels auf das Superovulationsergebnis (BUNGARTZ u. NIEMANN 1994;
ROULLIER et al. 1996; SPITSCHAK et al. 1995).

Die durch exzessive Erndhrung veranderten Insulinspiegel konnten eine mogliche
Ursache futterungsbedingter Unterschiede im Superovulationsergebnis sein
(SIDDIQUI et al. 2002). Die durch erhdhte Insulinwerte herabgesetzte LH-
Ausschittung (DOWNING u. SCARAMUZZI 1997) wird fur das vermehrte Auftreten
von Ovarzysten bei Donoren mit hohem BCS verantwortlich gemacht. Auch
HUMBLOT et al. (1998) fanden bei Farsen mit hoher Futteraufnahme eine geringere
Anzahl transfertauglicher Embryonen bei gleichzeitig signifikant erhohten
Insulinspiegeln. In engem Zusammenhang mit dem Insulin stehen die Insulin-like
growth factors (O'CALLAGHAN u. BOLAND 1999). So ist die Konzentration von
Insulin-like growth factor (IGF-lI) in der Follikelflussigkeit deutlich vom
Ernahrungszustand abhangig. Tiere mit extrem niedrigem oder hohem BCS weisen
vergleichsweise geringe IGF-I Konzentrationen auf (RAYAN et al. 1994). Es ist
nachgewiesen, dass IGF-l an der Sensibilisierung der Granulosa-Zellen gegenuber
Gonadotropinen und der Eizellreifung und frihen Embryonalentwicklung beteiligt ist
(KANE et al. 1997).

Ein weiterer Ansatz fur die Erklarung futterungsbedingter Einflisse ergibt sich aus
der essentiellen Bedeutung des Progesterons fur die Eizell- und frihe

Embryonalentwicklung. So konnte bei energetisch dauerhaft Gberversorgten Schafen
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eine deutliche Reduktion des Plasma-Progesterongehalts gemessen werden
(MCEVOY et al. 1995). Ein hoher Proteingehalt in der Ration von Milchkihen flhrte
ebenfalls zu niedrigen Progesteronwerten (JORDAN u. SWANSON 1979). Nach
NOLAN et al. (1998) sind hohere Progesteronspiegel mitverantwortlich fur die
bessere Embryonenqualitat von restriktiv gefutterten Farsen. Die Autoren vermuten,
dass es durch den bei ad libitum gefltterten Tieren erhdhten Blutfluss in der Leber zu

vermehrtem Progesteron-Abbau kommt.

Durch toxische Effekte von Harnstoff und Ammoniak als Abbauprodukte einer
proteinreichen Ration kdnnte es zu einer Schadigung von Eizellen und Embryonen
kommen (BLANCHARD et al. 1990). Dagegen konnten KOMMISRUD et al. (2002)
die Embryonenzahl und Qualitat durch Zufuttern von Harnstoff, selbst bei deutlich

erhdhten Harnstoffgehalten im Blut der Spender, nicht beeinflussen.

Effekte der Fltterung auf die Embryonenqualitat lassen sich bereits auf molekularer
Ebene nachweisen. WRENZYCKI et al. (1998) verglichen die in vivo gewonnenen
Embryonen von 2 Futterungsgruppen. Die Tiere wurden 100 Tage vor der
Superovulation mit einem Kraftfutter entweder restriktiv oder ad libitum geflttert. Die
durch PCR ermittelten relativen Haufigkeiten der Gentranskripte von Untereinheiten
der Na/K-ATPase und der Kupfer-Zink-Superoxiddismutase, die fur die weitere
Entwicklung des Embryos von Bedeutung sind, unterscheiden sich deutlich

zugunsten der ad libitum versorgten Gruppe.

2.2.4 Haltungsform und HerdengroRe

Es ist allgemein akzeptiert, dass die Fruchtbarkeitsleistung von Milchkihen in
verschiedenen Haltungsformen deutlich unterschiedlich sein kann. Die sich aus den
jeweiligen Aufstallungssystemen ergebenden Einzelfaktoren wie Betreuungs- und
Beobachtungsmoglichkeiten, Bewegungsfreiheit der Tiere, Hygiene, Futterung,
Stallklima und soziales Verhalten Uberlagern sich dabei hinsichtlich ihrer Vor- und
Nachteile flr die Herdenfruchtbarkeit. In der modernen Milchviehhaltung stehen vor
allem Anbindestall und Laufstall, ergdnzend noch die Weidehaltung als Haltungsform
zur Diskussion (LOTTHAMMER 1999). Allgemein zeigen Kuhherden in Laufstéllen
meist bessere Trachtigkeitsraten, kurzere Zwischenkalbezeiten und weniger
Abgange wegen Unfruchtbarkeit (BOSTEDT et al. 1985; THAMLING 1980). Positiv
wirkt sich hier vor allem die erhohte Bewegungsmoglichkeit der Tiere aus. Diese
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ermoglicht eine verbesserte Brunsterkennung und es kommt seltener zu
Stoffwechselstérungen wie z.B. Acetonamie. Der Abschluss der Uterusinvolution und
der erste Progesteronanstieg post partum tritt bei Tieren in Anbindehaltung spater
auf. Die Inzidenz von Ovarialzysten und funktionslosen Ovarien ist in
Boxenlaufstallen im Vergleich zu Anbindestallen deutlich geringer. Ein mdglicher
Nachteil von Laufstdllen besteht in dem vermehrten Auftreten von
Klauenerkrankungen, bedingt durch verstarkten Hornabrieb bzw. nasse und
verschmutzte Laufflachen (FIEDLER et al. 2000). Weiterhin ist, im Gegensatz zu den
im  Anbindestall fixierten Tieren, eine grundliche Fruchtbarkeits- und
Gesundheitsiberwachung des Einzeltieres sowie eine individuelle Futterzuteilung im
Laufstall erschwert. Dies wird durch die mit der Umstellung auf Laufstallhaltung meist
einhergehende VergroRerung der Herde zusatzlich verstarkt (LOTTHAMMER 1999).
Den Einfluss der HerdengroRe auf die Ergebnisse des Embryotransfers sient CAMP
(1989) im Zusammenhang mit der bei steigenden Tierzahlen reduzierten
Einzeltierbetreuung von Spendern und Empfangern. In Betriecben mit 40 bis 55
Kdhen wurden durchschnittlich 1,18 trachtige Rezipienten und 1,05 lebende Kalber

mehr registriert als bei Herden mit 55 bis 89 Kuhen.

Bei einem Vergleich der Aufstallungssysteme Laufstall, Anbindehaltung und
Weidegang konnte HANSELMANN (1995) bei Spendertieren mit Weidegang
durchschnittlich 2,2 Ubertragbare Embryonen mehr gewinnen als bei Donoren in
reiner Stallhaltung. DarlUber hinaus war auch die Zwischenkalbezeit nach der
Spulung bei Tieren mit Weidehaltung im Mittel um 75 Tage kurzer. Positiv auf die
Fruchtbarkeit wirken sich bei der Weidehaltung die naturlichen Umweltreize (Licht,
Luft) und die Bewegungsfreiheit aus (LOTTHAMMER 1999). Gleichzeitig kommt es
durch den nachgebenden Boden zu einer gleichmaligeren Klauenbelastung und
damit zu weniger Klauenleiden (FIEDLER et al. 2000).

Bei jeder Form der Stallhaltung kommt dem Stallklima eine Bedeutung fiur die
Fruchtbarkeit zu. Dabei sind Rinder gegeniiber niedrigen Temperaturen bis -10°C,
wie sie vor allem in Kaltstallen vorkommen, sehr tolerant. Die Fruchtbarkeit leidet
hierunter nicht (SCHMIDT 1970). Dagegen haben hohe Temperaturen in Verbindung
mit hoher Luftfeuchtigkeit deutlich negative Auswirkungen auf die Gesundheit und

Fruchtbarkeit von  Milchkihen. Entsprechende  Bellftungssysteme  und
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Kdhlungsmaoglichkeiten sind im Sommer vor allem in Warmstallen Voraussetzung fur
befriedigende Fruchtbarkeitsleistungen (EALY et al. 1994; YOUNAS et al. 1993).
Verschiedene Autoren berichten Uber den negativen Einfluss von Hitzestress auf die
Qualitat der gewonnenen Embryonen. PUTNEY et al. (1989) konnten bei
superovulierten Jungrindern, die von Tag 1 bis 7 nach der kunstlichen Besamung
erhdhten Temperaturen ausgesetzt waren einen deutlich hdheren Anteil
degenerierter und qualitativ schlechter Embryonen gewinnen als bei Tieren in
thermoneutraler Umgebung. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch EALY et al.
(1993) und HANSEN et al. (2001) bei Untersuchungen an Donor-Kuhen, die kurz

nach der Besamung unter hohen Temperaturen gehalten wurden.

2.2.5 Stress

Stress wirkt in verschiedenen Formen auf ein Spendertier ein. So kann ganz
allgemein jede Veranderung in der Umwelt der Tiere, die sie von der Entfaltung ihrer
vollen, genetisch bedingten, reproduktiven Leistungsfahigkeit abhalt, als Stress
angesehen werden (DOBSON et al. 2001). EDWARDS et al. (1987) untersuchten die
Auswirkungen von Transport und Umgebungswechsel bei Farsen wahrend der
Superovulation. Daflir wurden die Tiere alle 12 Stunden verladen und in jeweils neue
Stalle verbracht. Die Kontrollgruppe verblieb am gleichen Standort. Der
Plasmakortisolspiegel der transportierten Donoren war wahrend der Superovulation
durchgehend signifikant erhoht. Die Anzahl der Corpora lutea, 8 Tage nach
induzierter Brunst, war bei den gestressten Tieren deutlich niedriger (durchschnittlich
15,4) als bei den Kontrolltieren (durchschnittlich 20,4).

GLATZEL et al. (1999) beobachteten einen signifikanten Einfluss der Position des
Donors innerhalb der Herdenrangfolge auf das Ergebnis einer Superovulation.
Rangniedrige Kuhe, die mit ranghdheren zusammen gehalten wurden. erbrachten im
Mittel 2,7 taugliche Embryonen weniger als nach Separation in Gruppen mit
ausschlieRlich rangniedrigen Tieren. Nach diesen Autoren fuhrt eine niedrige
Rangordnung des Tieres zu Rangordnungskonflikten und wirkt damit als Stressor
negativ auf die Ovarfunktion. In diesem Zusammenhang sehen DOBSON et al.
(2001) auch die HerdengroRe als eine mogliche Ursache fur Stress. Die gegenseitige

individuelle Erkennung unter den Kuhen ist wichtig fur das soziale Gefuge der
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Gruppe. Einschatzungen Uber zu empfehlende maximale Herdengrolien reichen von
50 bis zu 100 Tieren (HEMSWORTH et al. 1995).

Stress kann sich negativ auf die Spulergebnisse auswirken, weil es dadurch zu einer
verminderten Ausschittung und veranderten Pulsatilitdt von GnRH und LH kommt.
Dabei wird auch der praovulatorische Anstieg von LH verzégert. Endogene Opioide
werden als Mediatoren dieser Reaktionen vermutet. Am Ovar resultiert der Mangel
an Gonadotropinen in verlangsamtem Wachstum und geringerer Ostradiolproduktion
der Follikel. Tatsachlich konnten durch Applikation von exogenem ACTH als Model
fur akute Stresssituationen bei Milchkihen eine gestorte LH-Pulsatilitat, ein
verzogerter LH-Anstieg, verminderte Ostradiol-Sekretion und verspatete oder gar
ausbleibende Ovulationen beobachtet werden (DOBSON u. SMITH 2000). Die durch
Stress bedingte schnelle Ausschittung von ACTH aus der Adenohypophyse fuhrt
aulRerdem zur erhdhten Freisetzung von Cortisol aus der Nebenniere. Bei erhdhten
Cortisolspiegeln ist die Empfindlichkeit der Ovarien gegenuber exogenen
Gonadotropinen herabgesetzt (EDWARDS et al. 1987).

2.2.6 Betriebsstandort

Einen deutlichen Einfluss des Betriebsstandortes auf das Spllergebnis stellte
DETTERER (1991) beim Vergleich von je 75 Spulungen in 2 verschiedenen
Landschaftstypen Norddeutschlands, Geest und Marsch, fest. Signifikante
Unterschiede waren bei der Anzahl unbefruchteter Eizellen und transfertauglicher
Embryonen zu sehen. Die durchschnittliche Anzahl transfertauglicher Embryonen
war dabei in der Gruppe der Geest-Betriebe um 1,8 Embryonen (5,4 gegenuber 7,2
transfertaugliche Embryonen) hoher als bei den Marschkihen. Bei nahezu
identischer Anzahl der Embryonen insgesamt und gleichen Anteilen degenerierter
Embryonen waren bei Spendern von der Geest durchschnittlich 2,2, bei Kihen von
der Marsch hingegen 4,4 Eizellen pro Spulung unbefruchtet. Als mogliche Ursachen
sieht der Autor Unterschiede in der Futtergrundlage und dem Spurenelementgehalt
der Futtermittel. Durch den fehlenden Anbau von Mais herrscht in Marschbetrieben
haufig ein hoher EiweilRliberschuss, was in einer Analyse der Milchharnstoff-Werte
der entsprechenden Betriebe jedoch nicht belegt werden konnte. Die kleinere
Betriebsstruktur in der Geest kdnnte der Grund fur eine intensivere Betreuung der

Spendertiere sein.
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2.2.7 Subklinische Infektionen

Voraussetzung fir gute Resultate beim Embryotransfer ist eine grindliche
allgemeine und gynakologische Untersuchung, um die klinische Gesundheit des
Spenders sicher zu stellen (NIEMANN u. MEINECKE 1993). Trotzdem werden
schlechte Spulergebnisse haufig mit klinisch inapparenten Erkrankungen,
insbesondere subklinischen Endometritiden, in Verbindung gebracht. Klinisch
unauffallige Spender, in deren Spulproben mittels mikroskopischer und kultureller
bakteriologischer Untersuchungen unspezifische Infektionen gefunden wurden,
lieferten signifikant weniger transfertaugliche Embryonen. Durch die histologische
Untersuchung von Uterus-Bioptaten dieser Tiere konnten haufig akute
Endometritiden nachgewiesen werden (MULLER 1988; MULLER 1989).

Eine inapparente BVD/MD-Infektion hat ebenfalls deutlich negative Einflisse auf das
Spulresultat. Superovulierte Jungrinder, die zum Zeitpunkt der Besamung kunstlich
mit BVD-Virus infiziert wurden, zeigten niedrigere Ovulationsraten und produzierten
signifikant weniger taugliche Embryonen als die Kontrollgruppe (KAFI et al. 1994,
KAFI et al. 1996).

Die Auswirkungen einer BHV-1-Infektion bei superovulierten Rindern ist bislang
unklar, nach spontanen Ovulationen konnten jedoch degenerative und nekrotische
Veranderungen am Corpus luteum festgestellt werden (KAFI u. MCGOWAN 1997).
Der Einfluss einer Infektion mit Chlamydien auf das Ergebnis einer Superovulation ist

bislang nicht untersucht worden.

2.3 Chlamydien

2.3.1 Morphologie und Lebenszyklus der Erreger

Chlamydien sind unbewegliche, gramnegative Bakterien, die sich obligat-intrazellular
vermehren. In einem einzigartigen Vermehrungszyklus unterscheidet man zwei
verschiedene morphologische Formen dieser Mikroorganismen: die relativ kleinen,
kokkoiden Elementarkdrperchen (Ek, Durchmesser: 200-400 nm) und die groReren,
pleomorphen Retikularkérperchen (Rk, Durchmesser: 600-1500 nm). Die
Elementarkorperchen sind stoffwechselinaktiv. und durch ihre hohe Tenazitat
aulderhalb eukaryotischer Zellen uberlebensfahig (ROLLE u. MAYR 2002). Sie

stellen die infektiose Form des Erregers dar und werden nach Anheftung an
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Rezeptoren durch Endocytose von der Wirtszelle aufgenommen (BAGHIAN u.
SCHNORR 1992). In membrangebundenen Phagosomen verhindern die
Elementarkorperchen deren Fusion mit Lysosomen zu Phagolysosomen und
entwickeln sich zu metabolisch aktiven, nicht infektiosen Retikularkdrperchen. Aus
der Wirtszelle beziehen die Chlamydien Adenosin-triphosphat und andere
energiereiche Nucleotide, was zu der Bezeichnung ,Energieparasiten” geflhrt hat.
Die Vermehrung der Retikularkérper erfolgt durch Zweiteilung, worauf sich nach
mehreren Teilungszyklen die Differenzierung zu Elementarkorpern anschlief3t
(ROLLE u. MAYR 2002). Die Freisetzung der Elementarkorper erfolgt durch Zelllysis
oder durch Exozytose permanent infizierter Zellen (SCHIEFER u. KRAUSS 1982).
Der in Abbildung 2 schematisch dargestellte Lebenszyklus nimmt je nach
Chlamydienart 2 bis 3 Tage in Anspruch. Chlamydien der Familie Simkaniaceae sind
dabei, mit einer Zyklusdauer von bis zu 2 Wochen, die Ausnahme (EVERETT 2000).
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Abbildung 2: Lebenszyklus der Chlamydien, modifiziert nach EVERETT (2000)
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2.3.2 Taxonomie
In der bis 1999 angewandten Nomenklatur enthielt die Ordnung Chlamydiales eine
Familie, und diese eine Gattung mit vier Spezies (HERRING 1993) :

Ordnung: Chlamydiales

Familie: Chlamydiaceae

Gattung: Chlamydia

Spezies: Chlamydia trachomatis
Chlamydia psittaci

Chlamydia pecorum

Chlamydia pneumoniae

Isolate von Chlamydia pecorum wurden bis 1992 der Spezies Chlamydia psittaci
zugeordnet und als der, vor allem fur Rind und Schaf pathogene Serotyp 2
klassifiziert. FUKUSHI u. HIRAI (1992) konnten durch DNA-
Hybridisierungsuntersuchungen eine Homologie unter 20% nachweisen, was zur
Etablierung einer neuen Spezies fuhrte. Innerhalb der verbleibenden Spezies
Chlamydia psittaci war jedoch mit 12 Serovaren und verschiedenen Biovaren immer
noch eine sehr heterogene Gruppe von Erregern zusammengefasst. Unter den
Isolaten von Chlamydia psittaci -Stammen aus verschiedenen Wirtstieren konnten
Verwandtschaftsgrade zwischen 30 und 93 % ermittelt werden (STORZ u.
KALTENBOCK 1993). Dem entsprechend wurde die Taxonomie nach einer
phylogenetischen Analyse der 16S und 23S ribosomalen RNA-Gene neu gestaltet
(EVERETT et al. 1999a). In nachfolgenden Arbeiten wurde gezeigt, dass auch die
Analyse der Genorte verschiedener Membranproteine, wie beispielsweise OmpA und
OmpB (outer membrane protein) die neue Klassifizierung untermauert (EVERETT et
al. 2000).

Die Ordnung Chlamydiales enthalt jetzt neben der urspringlichen Familie
Chlamydiaceae @3 weitere Familien (Parachlamydiaceae, Simkaniaceae,
Waddliaceae). In diesen werden unter anderem die so genannten ,chlamydia-like®
Organismen oder ,Umweltchlamydien® eingeordnet. Vertreter der Familie
Parachlamydiaceae infizieren vor allem Amoeben, konnten aber auch aus humanen

Nasentupfern und zahnmedizinischen Geraten isoliert werden. Simkania negevensis,
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die bisher einzige Art der Familie Simkaniaceae, wird mit Pneumonie beim Menschen
in Verbindung gebracht (EVERETT 2000). Innerhalb der Familie Chlamydiaceae
werden jetzt 2 Gattungen, Chlamydia und Chlamydophila, und 9 Spezies
unterschieden. Wie in Tabelle 5 zu sehen ist, gingen 3 der 5 neuen Spezies aus
Chlamydia psittaci, 2 aus Chlamydia trachomatis hervor. Die fur Rinder klinisch
relevanten Serovare von Chlamydia psittaci wurden alle der Gattung Chlamydophila
zugeordnet. Das genitopathogene Chlamydia psittaci-Serovar 1 wurde umbenannt in
Chlamydophila abortus. Das frUhere Serovar 2 (Chlamydia pecorum) heildt jetzt
Chlamydophila pecorum (EVERETT et al. 1999a).

Tabelle 5: Vergleich zwischen alter und neuer taxonomischer Einteilung der Familie
Chlamydiaceae (SACHSE u. GROBMANN 2002)

Alte Spezies Neue Spezies Wirtsspezifitat
Chlamydia trachomatis Mensch

Chlamydia trachomatis Chlamydia muridarum Maus, Hamster
Chlamydia suis Schwein

Chlamydophila psittaci Vogel, Wiederkéduer, Pferd

Chlamydophila abortus Wiederkauer, Schwein,

Chlamydia psittaci Vogel
Chlamydophila caviae Meerschweinchen
Chlamydophila felis Hauskatze

Wiederké&uer, Schwein,

Chlamydia pecorum i
yaia p Chlamydophila pecorum Koala

; Mensch, Koala, Pferd,
Chlamydia pneumoniae Chlamydophila

pneumoniae Amphibien

Durch Anwendung neuerer molekularbiologischer Nachweismethoden finden sich bei
Wiederkauern eine Reihe verschiedener Chlamydien-Spezies ohne erkennbare
Wirtsspezifitat. Eine genauere Typisierung der aus Wiederkauern isolierten, nach
alter Taxonomie als Chlamydia psittaci bezeichneten Bakterien, erfolgte mittels PCR
im Bereich zwischen den 16S- und 23S-rRNA-Genen und anschlieRender
Charakterisierung durch Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (PCR-RFLP).
Nach dieser, von EVERETT und ANDERSEN (1999) vorgeschlagenen Methode

fanden sich unter 14, von Rindern stammenden Chlamydienstammen, sechsmal die
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Spezies Chlamydophila psittaci, funfmal Chlamydophila abortus, zweimal
Chlamydophila pecorum und einmal Chlamydophila felis. Auch bei 54 Proben von
Schafen fanden sich diese vier Spezies, wobei Chlamydophila abortus mit 47
Isolaten (87%) am haufigsten vertreten war. Die von Ziegen stammenden
Chlamydien zeigten sich einheitlich als Chlamydophila abortus (TYCZKA u. JAGER
2002). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird in den folgenden Abschnitten dieser

Arbeit die allgemeine Bezeichnung ,Chlamydien® verwendet.

2.3.3 Chlamydieninfektionen bei Rindern

Chlamydien lésen beim Rind eine Vielzahl verschiedener Erkrankungen aus, die
einzeln oder auch zusammen auftreten kdnnen. Dabei stehen Infektionen durch
Chlamydophila abortus, Chlamydophila pecorum und Chlamydophila psittaci im
Vordergrund. Vor allem Chlamydophila abortus wird mit Fertilitdtsstorungen bei
Milchkihen in Verbindung gebracht und kann bei Aborten und Endometritiden
nachgewiesen werden (WITTENBRINK 2003). Chlamydophila pecorum verursacht
neben Encephalomyelitiden, Polyarthritiden, Pneumonien und Enteritiden auch
Konjunktivitiden, Mastitiden und Aborte (ROLLE u. MAYR 2002). Von Chlamydophila
psittaci sind acht Serovare bekannt, welche hauptsachlich aus Vogeln isoliert
wurden. Die Serovare A und B bis D sind dabei als Erreger der Psittakose bzw.
Ornithose wegen ihres Zoonosecharakters von besonderer Bedeutung. Beim Rind
finden sich zwei Fallberichte Uber den Nachweis von Chlamydophila psittaci, Serovar
B, im Falle von Aborten (COX et al. 1998; POSPISCHIL et al. 2002). Der 1986 aus
Lunge, Leber und anderen Geweben eines abortierten Rinderfetus isolierte
Chlamydien-Stamm WSU 86-1044 wurde der Familie Waddliaceae zugeordnet und
tragt als deren einziger Vertreter den Namen Waddlia chondrophila (RURANGIRWA
et al. 1999).

Untersuchungen von Feldproben zeigen, dass neben klinisch manifesten Infektionen
auch haufig symptomlose Chlamydieninfektionen in Rinderbestanden anzutreffen
sind. Durch kulturelle Untersuchung des Genitaltraktes weiblicher Schlachtrinder
konnten bei 10 von 60 Tieren (16,7 %) Chlamydien isoliert werden (WITTENBRINK
et al. 1988). Auch bei Bullen wurden latente Infektionen des Genitaltraktes
beobachtet (JASKOWSKI u. SADOWSKI 1980). WITTENBRINK et al. (1993a)

konnten durch Erregeranzichtung aus 190 Rinderkotproben bei 22,1 % der Tiere
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inapparente Darminfektionen nachweisen. Diese Tiere stellen eine standige
Infektionsquelle dar, da sie Uber Monate bis Jahre Chlamydien mit dem Kot
ausscheiden. Die fakal-orale Ubertragung wird deshalb als ein sehr wichtiger
Infektionsweg von Chlamydien angesehen (GERBERMANN 1991; WITTENBRINK et
al. 1987). Grundsatzlich ist beim Rind die orale, aerogene, genitale, laktogene und
konjunktivale Ubertragung von Chlamydien beschrieben (HORSCH 1980). Da
Chlamydien im Hoden sowie in der Praputialschleimhaut von Bullen vorkommen und
der Erreger aus Sperma von Besamungsbullen isoliert werden konnte, erscheint eine
venerische Ubertragung nicht ausgeschlossen (PEREZ-MARTINEZ u. STORZ 1985).

Neben dem Infektionsmodus, der Infektionsdosis und der Virulenz des jeweiligen
Chlamydien-Stammes sind Alter, Geschlecht und vor allem resistenzmindernde
Belastungen des Wirtstieres ausschlaggebend fur die klinische Manifestation einer
Chlamydien-Infektion (STORZ u. KRAUSS 1985). Dabei sind die Erreger als
Bestandteil infektidser Faktorenkrankheiten zu betrachten. Im Zusammenhang mit
Fruchtbarkeitsstorungen in Milchkuhherden wird eine chlamydienassoziierte
Infertilitét beschrieben, bei der neben anderen infektiosen Agentien vor allem nicht
infektiose Faktoren wie mangelhafte Hygiene, Stress, Futterungsfehler und
Mangelsituationen zu den Ursachen zahlen (TISCHER 2003; WITTENBRINK 2003).

WEHREND et al. (2000) konnten in einer Untersuchung von Betrieben mit
Fruchtbarkeitsstorungen wie Endometritiden, Vaginitiden, gehauftem Auftreten von
Umrindern und Nachgeburtsverhaltungen bei 49 von 50 betroffenen Milchkuhherden
(98%) Antikorper gegen Chlamydien finden. Der Nachweis von Chlamydienantigen
aus Genitaltupfern gelang bei 30 von 36 untersuchten Bestanden (83,3 %). In 25 der
antigenpositiven Herden (83,3 %) konnten jedoch durch serologische
Untersuchungen Mischinfektionen mit den Erregern BHV-1, BVD/MD-Virus, Coxiella
burnettii, Listeria monocytogenes, Leptospira spp. oder Brucella spp. festgestellt
werden, was die Bewertung von Chlamydien als kausales Agens bei
Fruchtbarkeitsstorungen unter Feldbedingungen erschwerte. Eindeutig zeigte sich
der kausale Zusammenhang bei Betrieben mit vermehrten Aborten, Fruhgeburten
und Totgeburten. In allen 9 untersuchten Herden konnte neben Chlamydienantigen
eine Serokonversion innerhalb von 14 bis 21 Tagen nachgewiesen werden. Zu
ahnlichen Ergebnissen kam auch STING (1997), der in 71 % der Betriebe mit
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Fruchtbarkeitsproblemen Chlamydienantigen fand. Dabei waren 33 % der 617
Proben aus 123 Betrieben positiv. In der Untersuchung von 56 Abortfallen konnte bei
44 (79 %) der Proben aus Nachgeburten und Feten Chlamydienantigen
nachgewiesen = werden. SIMMERT  (1999) fand in  Betriecben  mit
Fortpflanzungsstorungen signifikant mehr Kuhe mit Antikorpertitern gegen
Chlamydien (28,3 %) als in Betrieben mit zufrieden stellender Fruchtbarkeit (15,8 %).
Chlamydienantigen konnte bei 61 % der Problembetriebe, dagegen nur bei 41 % der
Kontrollbetriebe festgestellt werden. Durch experimentelle intrauterine Infektion von
Farsen mit Chlamydien konnten purulente Endometritiden ausgelost werden, die in
ein chronisches, symptomloses Stadium Ubergingen und gehauftes Umrindern zur
Folge hatten (WITTENBRINK et al. 1993b). In einer Feldstudie konnten
WITTENBRINK et al. (1994) in 60 % der Proben von geruchsneutralem eitrigen

Vaginalausfluss Chlamydienantigen nachweisen.

2.3.4 Diagnostik

Aufgrund der sehr heterogenen klinischen Manifestation und der unspezifischen
Symptome bei Chlamydiosen ist fur die atiologische Abklarung eine gezielte
Labordiagnose notwendig (GERBERMANN 1991). Als Standard in der
veterinarmedizinischen Chlamydiendiagnostik gilt die Anzichtung der Keime in
geeigneten Zellkulturen oder im embryonierten Huhnerei (STORZ u. KRAUSS 1985).
Die sehr zeit- und arbeitsintensiven Methoden bieten den Vorteil, die isolierten
Erreger einer detaillierten Charakterisierung unterziehen zu kénnen. Aviare, ovine
und auch humane Chlamydienisolate lassen sich in der Routinediagnostik in Zellinien
wie BGM, McCoy bzw. HelLa problemlos vermehren. Dagegen sind aus Rindern und
Schweinen isolierte Stamme teilweise nur schwer in Zellkulturen zu vermehren
(SACHSE u. GROBMANN 2002). WITTENBRINK et al. (1993a) ermittelten bei der
Isolierung von Chlamydien aus Rinderkot fur die Zellkultur eine vergleichsweise

geringe Sensitivitat (31,6%) gegenuber der Bruteitechnik.

Fir die direkte Erregeridentifizierung von Chlamydien in Organ- und
Sekretausstrichen, Zellkulturen oder histologischen Schnitten kdnnen die Farbungen
nach STAMP, GIEMSA oder GIMINEZ angewendet werden. Vorteil dieser Methoden
ist der geringe Zeitaufwand und die einfache Durchfuhrung, sie sind jedoch wenig

sensitiv, da flir den mikroskopischen Nachweis der Einschlusskoérperchen eine hohe
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Erregerdichte (ca. 3 x 10° Chlamydien/ml) notwendig ist (WITTENBRINK u. BISPING
1987). Durch die Anwendung direkter Immunfluoreszenz kann die Sensitivitat des
mikroskopischen Chlamydiennachweises erheblich gesteigert werden. Zu beachten
ist hier die Auswahl geeigneter monoklonaler Antikorper bzw. Antiseren, um eine
ausreichende Spezifitat zu gewahrleisten (SACHSE u. GROBRMANN 2002).

Mit Antigen-ELISA-Testsystemen stehen Methoden zur Verfliigung, mit denen auch
bereits inaktivierte, aus unsachgemall gelagertem oder transportiertem
Probenmaterial stammende Chlamydien sehr schnell und einfach nachgewiesen
werden konnen (SOURIAU u. RODOLAKIS 1986). Kommerzielle Antigen-ELISA-Kits
weisen meist das Lipopolysaccharid (LPS)-Antigen nach, welches nach der neuen
Nomenklatur fur die Gattungen Chlamydia und Chlamydophila spezifisch ist
(GERBERMANN 1997). Problematisch erscheint die gegenuber Zellkultur, PCR und
Immunfluoreszenzmethoden geringe Sensitivitat dieser Tests. Zudem zeigte sich
speziell bei Proben von Rind und Schwein eine grol’e Anzahl falsch positiver
Testergebnisse, die durch Kreuzreaktionen mit LPS-Epitopen anderer gram-
negativer Bakterien entstanden (BOGNER et al. 1997; PETER et al. 2002).

Mit der Einfihrung gentechnischer Nachweismethoden konnten anfangs vor allem
die Differenzierungsmoglichkeiten in der Chlamydiendiagnostik wesentlich verbessert
werden. Dabei wurden zunachst Gensonden auf der Grundlage der DNA-DNA-
Hybridisierung verwendet (COX et al. 1988). Darauf folgte die EinflUhrung von auf
Nucleinsaure-Amplifikation beruhenden Methoden, wie die der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und der Ligase-Kettenreaktion (LCR) (LAFFLER et al. 1993;
POLLARD et al. 1989). Als routinemafRige PCR-Technik in der Diagnostik kommt
heute vor allem die nested-PCR in der omp1-Genregion (outer-membrane-protein 1)
der Chlamydien zum Einsatz. Mit dieser Methode ist die Absenkung der
Nachweisgrenze bis auf eine Einschluss-bildende Einheit (EBE) in der Zellkultur
gelungen (KALTENBOCK et al. 1997; SACHSE u. GALLIEN 2000). Die Amplifikation
einer Zielsequenz im Bereich zwischen den 16S- und 23S-rRNA-Genen, und deren
anschlielende Charakterisierung durch Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus (PCR-RFLP) ist weniger sensitiv, erlaubt aber eine exakte
Differenzierung kultivierter Chlamydienstdmme nach der neuen Taxonomie
(EVERETT u. ANDERSEN 1999).
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Eine quantitative Bestimmung der Chlamydien in Probenmaterial gelingt durch
Anwendung von Real-Time-PCR-Techniken, wie beispielsweise der TagMan®-PCR.
Dabei wird die Entstehung der Amplifikate unter Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Gensonden verfolgt. An die Gensonde st ein
Reporterfarbstoff gebunden, dessen Fluoreszenz durch einen ebenfalls angehangten
Quencherfarbstoff unterdrickt wird. Wahrend der PCR-Reaktion trennt die
verwendete Tag-DNA-Polymerase den Reporterfarbstoff von der Gensonde ab,
wodurch sich seine Fluoreszenz erhoht. Der Anstieg der Fluoreszenzintensitat hangt
von der Anfangskopienzahl der Zielsequenz ab. Durch den Vergleich der
Fluoreszenzsignale der Probenamplifikate mit denen der mitgeflihrten Standards, ist
eine Berechnung des EBE-Gehaltes der Probe moglich (EVERETT et al. 1999b). Die
Vorteile der Anwendung von PCR-Techniken in der Chlamydiendiagnostik liegen vor
allem in der gegenuber den herkdbmmlichen Nachweisverfahren deutlich hdéheren
Sensitivitat und Spezifitdt sowie in der schnellen Ermittlung der Testergebnisse. An
das Probenmaterial werden hinsichtlich Transport- und Lagerungsbedingungen
weniger hohe Ansprliche gestellt, da jede Art von klinischem Material auch ohne
vorherige Anzichtung untersucht werden kann. Problematisch erscheint die mit der
hohen Sensitivitat einhergehende Anfalligkeit gegentiber Kontamination der Proben,
welche erhohte Anforderungen an die Arbeitshygiene der Labors stellt (SACHSE u.
GALLIEN 2000).

Fir den indirekten Erregernachweis uber spezifische Antikdrper gegen Chlamydien
konnen verschiedene serologische Techniken wie die passive Hamagglutination, der
indirekte Immunofluoreszenztest, die Komplement-Bindungsreaktion oder der ELISA
angewendet werden. RoutinemaRig wurde beim Rind lange Zeit die Komplement-
Bindungsreaktion (KBR) genutzt, mit der hauptsachlich komplementbindende 1gG1-
Antikorper nachzuweisen sind. Diese werden fur kurze Zeit nach manifesten
Erkrankungen bzw. Aborten gebildet. Fur subklinische und chronische Infektionen ist
dagegen die Dominanz der nicht-komplementbindenden 1gG2 charakteristisch. Die
KBR ist daher dem Antikérper-ELISA, welcher beide Antikorper-Klassen erfasst,
hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und Spezifitat deutlich unterlegen (SCHMEER 1988).
Die meisten ELISA-Testkits wie auch die KBR verwenden das fur die Gattungen

Chlamydia und Chlamydophila spezifische Lipopolysaccharid als Antigen. Die
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dadurch entstehenden immunologischen Kreuzreaktionen zwischen den einzelnen
Chlamydienspezies erschweren die Interpretation serologischer Befunde. Beim Rind
wird die Serodiagnostik von genitopathogenen Chlamydophila abortus vor allem
durch latente Infektionen mit Chlamydophila pecorum kompliziert. Neuere
serologische Verfahren arbeiten mit dem MOMP (major outer mambrane protein),
welches durch seine genus-, spezies- und serotyp-spezifischen B- und T-Zell-Epitope
fur die antigene Diversitat der Chlamydien verantwortlich ist. Die Verwendung dieser,
aus Chlamydiensuspension oder rekombinanten MOMPs aufgereinigten Antigene,

ermdglicht spezies-spezifische Antikdrpernachweise (HOLZLE et al. 2002).

Grundsatzlich eignet sich beim Rind die Untersuchung von Einzelseren nicht flr eine
atiologische Diagnose bei Chlamydienverdacht. Nur eine Serumpaar-Untersuchung
mit entsprechendem Titeranstieg im Abstand von mindestens 14 Tagen oder ein
erganzender direkter Erregernachweis ermdoglichen eine Aussage Uuber die
Beteiligung von Chlamydien am Krankheitsgeschehen (GERBERMANN 1991). Bei
der Untersuchung von Fruchtbarkeitsstorungen auf Bestandsebene ist wegen des
meist gleichzeitigen Vorkommens von Infektionen mit anderen Erregern zudem eine
differenzierte bakteriologische und virologische Stufendiagnostik erforderlich
(WEHREND et al. 2000; WITTENBRINK 2003).

2.3.5 Therapie und Prophylaxe

Die antibiotische Therapie von Chlamydieninfektionen ist wegen der intrazellularen
Lage der Keime schwierig und fuhrt selten zu einer vollstandigen Erregerelimination
(SCHIEFER u. KRAUSS 1982). Beim Rind kommen Tetracycline (Chlortetracyclin,
Oxytetracyclin) und Makrolidantibiotika (Tylosin, Erythromycin) zur Anwendung.
Wichtig sind ein moglichst frihzeitiger Behandlungsbeginn, eine genugend lange
Verabreichung (mindestens 5 Tage) und eine ausreichende Dosierung. Weiterhin
sollte die Therapie wegen dem schon erwahnten multifaktoriellen Charakter von
Chlamydiosen durch eine Prufung und gegebenenfalls Verbesserung der
Haltungsbedingungen und Betriebshygiene erganzt werden (GERBERMANN 1991;
TISCHER 2003).

Zur aktiven Immunisierung steht in Deutschland derzeit kein fur das Rind

zugelassener, industriell hergestellter Impfstoff zur Verfugung. Eine Umwidmung der
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fur Schafe zugelassenen Chlamydienvakzinen ist jedoch mdglich. Ebenso ist die
Herstellung und Anwendung eines bestandsspezifischen Impfstoffs fur Rinder
zugelassen (Firma WDT). In ersten Feldversuchen in Milcherzeugerbetrieben mit
Fruchtbarkeitsstorungen bzw. Erkrankungen des Bewegungsapparates und
Beteiligung von Chlamydien kam es durch den Einsatz der fur Schafe zugelassenen
Impfstoffe zur Aktivierung der Immunabwehr und Kklinischen Besserung der
Symptome (TISCHER 2003; UHE u. HEHNEN 2002; ZEHLE et al. 2002).

3. Material und Methoden
3.1 Tiere

Die Untersuchungen wurden in 50 Milcherzeugerbetrieben Nordbayerns
durchgefuhrt, die im Zeitraum von Juni 2003 bis Februar 2004 im Rahmen des
Embryotransfer-Serviceprogrammes der Besamungsstation Neustadt a.d. Aisch ein
Spendertier angemeldet hatten. Spulungen im Versuchszeitraum wurden nur dann
ausgewertet, wenn das jeweilige Ergebnis folgenden Kriterien entsprach: In die
Gruppe der guten Spulergebnisse (Gruppe A, n = 30) wurden Spullungen mit
mindestens 10 gewonnenen Embryonen/Eizellen und einem minimalen Anteil
transfertauglicher Embryonen von 66 % eingeordnet. Fur die Gruppe der schlechten
Spulergebnisse (Gruppe B, n = 20) lag die Obergrenze fur den Anteil
transfertauglicher Embryonen bei 33 %. Als minimale Reaktion auf die
Superovulation waren 5 sonographisch darstellbare Corpora lutea gefordert. Es
wurden nur Spender der Rasse Fleckvieh berucksichtigt, die sich in Laktation
befanden und zusammen mit der restlichen Kuh-Herde gefuttert und gehalten
wurden. Alle ausgewerteten Betriebe waren der Milchleistungsprifung
angeschlossen. Der gesamte Ablauf des Embryotransferprogrammes, von der
Superovulation bis hin zur Embryonengewinnung und —beurteilung, wurde auf den

Herkunftsbetrieben der Spendertiere durchgefuhrt.

3.2 Klinische Untersuchung

Alle Spendertiere wurden nach der Brunstmeldung des Besitzers einer
Voruntersuchung unterzogen. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Tiere zwischen
dem 5. und 13. Zyklustag. Nach einer kurzen Allgemeinuntersuchung folgte eine

gynakologische Untersuchung. Dabei wurde das auflere Genitale und Umgebung
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adspektorisch beurteilt. Durch rektale Untersuchung wurde der Uterus hinsichtlich
Lage, Grolle, Symmetrie, Tonus, Flllungszustand, Oberflache und Beweglichkeit
palpiert. Bei den Ovarien wurden neben Grolle und Konsistenz vor allem die
Funktionsgebilde erfasst. Die Corpora Iutea wurden nach dem beim
Besamungsverein Neustadt a.d. Aisch e.V. angewandten Punkte-System in 0,5
Punkte-Schritten klassifiziert (Tab. 6). Tastbare dominante Follikel GUber ca. 15 mm

Durchmesser wurden manuell abgedruckt.

Tabelle 6: Subjektive Einteilung der palpierten Corpora lutea

Bewertung in Punkten Befund

Kein tastbares C.I.

Kleines C.I., in Anbildung oder Regression

Gut palpierbares C.I.

w|l Nl =] O

Deutliches C.I. in Bllte

Ausgewertet wurden nur klinisch und gynakologisch unauffallige Donoren, die vor
mindestens 8 Wochen gekalbt hatten und von welchen wenigstens 2 regelmafige
Brunsttermine post partum bekannt waren. In der Beurteilung des Corpus luteum

waren alle Tiere mit mindestens 2 Punkten bewertet.

3.3 Durchfuhrung des Embryotransfers

3.3.1 Superovulation und kunstliche Besamung

Die Superovulation begann nach vorausgegangener Untersuchung zwischen dem 7.
und 13. Zyklustag. Die Tiere wurden mit dem FSH-Praparat Pluset® (Fa. Calier,
Spanien) stimuliert. Die Gesamtdosis von 550 |.E. wurde in 4 abnehmenden
Teilmengen in 24-stundigem Abstand verabreicht (Tab. 7). 72 und 84 Stunden nach
der ersten FSH-Applikation wurde mit jeweils 500ug Cloprostenol (2ml Estrumate®,
Essex Tierarznei) die Luteolyse eingeleitet. Alle Injektionen wurden intramuskular
verabreicht. In der etwa 48 Stunden nach der ersten Cloprostenol-Injektion folgenden
Brunst wurden die Spendertiere dreimal im Abstand von 12 Stunden mit

Tiefgefriersperma eines oder mehrerer geprufter Besamungsbullen besamt.
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Tabelle 7: Behandlungsschema der Spendertiere

Zeitpunkt Behandlung
0. Tag Brunst
5. bis 13.Tag Voruntersuchung
(7. bis) 13.Tag morgens 3,0 ml Pluset®
(8. bis) 14.Tag morgens 3,0 ml Pluset®
(9. bis) 15.Tag morgens 3,0 ml Pluset®
(10. bis) 16.Tag morgens 2,0 ml Pluset® +2 ml Estrumate®
(10. bis) 16.Tag abends 2 ml Estrumate®
(12. bis) 18.Tag morgens Klnstliche Besamung 1
(12. bis) 18.Tag abends Kanstliche Besamung 2
(13. bis) 19.Tag morgens Klnstliche Besamung 3
(19. bis) 25.Tag Embryonengewinnung

3.3.2 Spul- und Kulturmedium
Als Spulflussigkeit diente eine phosphatgepufferte Salzlésung nach Dulbecco

(DPBS, Fa. Biochrom, Berlin), der pro 500 ml folgende Substanzen zugesetzt

wurden:

Glucose (Fa. Merck, Darmstadt) 500 mg
Na,-Pyruvat (Fa. Serva, Heidelberg) 18 mg
BSA (Fa. Sigma, Steinheim) 150 mg
Penicillin (Fa. Sigma) 10 mg
Streptomycin (Fa. Sigma) 20 mg

Die Spuilflissigkeit hatte einen pH von 7,2 und eine Osmolaritat von 280 mosmol. Die
Spullésung wurde taglich frisch angefertigt, im Wasserbad auf 37°C gebracht und

wahrend der Spulung auf dieser Temperatur gehalten.
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Fir die kurzfristige Aufbewahrung der Embryonen zwischen Embryonengewinnung
und Transfer bzw. Tiefgefrier-Konservierung (Kulturmedium) wurde die

phosphatgepufferte Salzldsung nach Dulbecco mit folgenden Zusatzen pro 500 ml

verwendet:

Glucose (Fa. Merck, Darmstadt) 500 mg
Nay-Pyruvat (Fa. Serva, Heidelberg) 18 mg
BSA (Fa. Sigma, Steinheim) 2000 mg
Penicillin (Fa. Sigma) 10 mg
Streptomycin (Fa. Sigma) 20 mg

Das  Kulturmedium  wurde vor  Gebrauch  durch einen  keimfreien
Zellulosemembranfilter (Fa. Clinico, Bad Hersfeld) mit einer Porengrofie von 0,22 ym

sterilisiert.

3.3.3 Gewinnung der Embryonen und Eizellen

Die Embryonengewinnung erfolgte auf den jeweiligen Herkunftsbetrieben der Tiere
am siebten Tag nach der ersten klnstlichen Besamung. Gespllt wurde nach der von
HAHN (1978) beschriebenen unblutigen Methode. Dazu wurden die Spendertiere im
Fressgitter oder in einer Liegebox fixiert und der Schwanz zur Seite gebunden. Nach
einer grundlichen Reinigung des aulleren Genitale, wurde ein mit Silikon bespruhter
Spulkatheter, Modell Neustadt/Aisch (Fa. Worrlein, Ansbach) mit eingesetztem
Mandrin vaginal eingefuhrt.

Unter rektaler Kontrolle wurde nach Erreichen der Kurvatur des gewlnschten
Uterushorns der Mandrin ca. 10 cm zurickgezogen, und der flexible Spulschlauch
weiter nach kranial vorgeschoben. Die Abdichtung des Uterushorns und eine Fixation
des Spulschlauchs in der gewunschten Position erfolgten durch Aufblasen des
Ballons im vorderen Abschnitt des Spulkatheters mit 12-15 ml Luft. Anschliel3end
wurde der Mandrin vollstandig entfernt. Fur die Spulung eines Uterushorns wurden
jeweils ca. 350 ml Spulflissigkeit verwendet. Die Lésung wurde fraktioniert,
beginnend mit ca. 10 ml, in steigender Menge bis hin zu 60 ml in die Gebarmutter
eingebracht. Der entsprechend portionierte Rucklauf erfolgte unter transrektaler
Massage. Aufgefangen wurde die Spdulflissigkeit von jedem Uterushorn in
silikonisierten, 250ml fassenden Glasflaschen mit konischen Béden (Fa. Miuller,

Nurnberg). Diese waren im Wasserbad auf 36-37 °C vorgewarmt, wo die zurlck
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gewonnene Flussigkeit ebenfalls lagerte. Nach Spulung der ersten Seite wurde der
Katheter mit Hilfe des Mandrins in das andere Uterushorn umgesetzt und der

Vorgang wiederholt.

3.3.4 Suche und Beurteilung der Embryonen und Eizellen

Nach jeweils 15 Minuten Standzeit wurden die sedimentierten Embryonen und
Eizellen durch zweimaliges Abhebern bis auf 1,5 cm Bodensatz vom Uberstand
getrennt. Die verbleibende Flussigkeit wurde auf silikonisierten und leicht
vorgewarmten Uhrglasern bei 10- 20-facher VergroRerung durch ein
Stereomikroskop (Fa. Nikon, Japan) nach Embryonen durchsucht. Jedes Uhrglas
wurde nach dem ersten Durchmustern aufgerthrt und nach ca. 10 Minuten nochmals
untersucht. Gefundene Embryonen und unbefruchtete Eizellen wurden mit Hilfe einer
1 ml-Spritze unter Verwendung eines Unopettenaufsatzes (Fa. Becton Dickinson
USA) in Kulturmedium umgesetzt. Die Embryonen wurden bei 50-facher
Vergrof3erung nochmals begutachtet und, modifiziert nach NOHNER (1986), in 3
Gruppen eingeteilt (Tab. 8).
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Tabelle 8: Beurteilungskriterien fiir Embryonen und Eizellen

Verwendungsfahige
Embryonen
(Abb. 3)

Embryonen im erwarteten Entwicklungsstadium der
kompakten Morula bis expandierten Blastocyste.
Gleichmallige Granulation und Zellanordnung sowie
intakte Zona pellucida. Geringgradige
Abweichungen, wie eine begrenzte Anzahl von
degenerierten Blastomeren innerhalb und aul3erhalb
des Zellverbands, oder eine leichte Verformung der

Zona Pellucida waren akzeptabel.

Degenerierte Embryonen
(Abb. 4)

In frihen Stadien der Entwicklung abgestorbene
Embryonen. Morulae mit undeutlicher
Zellanordnung, lockerer Struktur, vielen abgeldsten
degenerierten Blastomeren oder starken
GroRenunterschieden der Blastomeren. Stark

deformierte oder beschadigte Zona pellucida .

Unbefruchtete Eizellen
(Abb. 5)

Ungefurchte Oozyten, die teilweise Schrumpfungen

oder lytischen Vorgangen unterlagen.
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b beginnende BlastOC}_/ste ¢) expandierte Blstocyste

Abbildung 3 a,b,c: Verwendungsfihige Embryonen

Abbildung 4: Degenerierte Embryonen

Abbildung S: Unbefruchtete Eizellen
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3.4 Probenentnahme und —analyse

3.4.1 Nachweis von Antikorpern gegen Chlamydien

Von jedem Spender wurde eine Blutserumprobe gewonnen. Mittels einer
Einmalkanule (18 G) wurde die V. caudalis mediana punktiert, und ein 10 ml-
Serumrohrchen (Fa. Sarstedt, Nurmbrecht) gefullt. Bis zur 10-minuatigen
Zentrifugation bei 3500 U/min (EBA 8 S, Fa. Hettich, Tuttlingen) wurden die Proben
fur bis zu 4 Stunden bei 1-2°C gelagert. Danach wurde das Serum in neutrale 5 ml-
Rohrchen (Fa. Sarstedt, Nurmbrecht) Uberfuhrt und bei -30°C bis zur weiteren
Untersuchung aufbewahrt. Der Nachweis von Antikdrpern gegen das Chlamydien-
LPS-Antigen erfolgte im Institut fur Veterinarbakteriologie der Universitat Zirich.
Dazu wurde ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) nach den Methoden
von VOLLER u. BIDWELL (1986) durchgefuhrt. Als Chlamydienantigen wurde ein
Kochantigen aus einer partiell gereinigten Suspension des Chlamydophila abortus-
Stammes OCHL196 aus BGM-Zellkulturen und ein analog hergestelltes
Kontrollantigen aus nicht infizierten BGM-Zellen verwendet (WITTENBRINK 1991).
Die Testseren wurden im Doppelansatz gegen das Chlamydienantigen und das
Kontrollantigen getestet. Desweiteren wurden Serumkontrollen (ohne Antigen) und
Antigen-Konjugatkontrollen fir beide Antigene durchgeflhrt. Als Positiv- bzw.
Negativkontrollseren wurden auf jeder Mikrotiterplatte das Serum eines mit
Chlamydophila abortus Stamm B53 immunisierten Schweines (Serum SW06) und 8
Seren von seronegativen Rindern im Doppelansatz gegen beide Antigene mitgefuhrt.
Die Standardisierung und Dokumentation der ELISA-Messwerte als ELISA-Einheiten
erfolgte nach SCHMEER (1988). Die Berechnung des Grenzwertes (cut off) erfolgte
aus den Messwerten der seriellen Untersuchungen der Negativkontrollseren nach
der Methode von TJISSEN (1985) auf dem Signifikanzniveau von p < 0,01. Die
Prazision des ELISA wurde durch Berechnung der Intra- und Interassayvarianz aus
ELISA-Daten des positiven Kontrollserums SWO06 ermittelt (CHAN u. PERLSTEIN
1987).

3.4.2 Nachweis von Chlamydophila abortus-DNA in der Spulfliissigkeit

Von allen Spendern wurden jeweils 50 ml der zurick gewonnenen Spulflussigkeit in
einem Zentrifugenréhrchen (Fa. Greiner, Frickenhausen) bei -30°C eingelagert. Die
weiteren Untersuchungen wurden im Institut flr Veterinarbakteriologie der Universitat
Zirich durchgefihrt. Nach dem von HOLZLE et al. (2000) beschriebenen Verfahren
wurden die Proben mittels quantitativer Tagman-PCR auf Chlamydophila abortus-
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DNA untersucht. Die Zielsequenz lag dabei auf dem omp1-Gen (outer-membrane-
protein). Eine Prozesskontrolle mit PBS wurde mitgefuhrt, um falschpositive
Ergebnisse durch Kontaminationen mit bereits amplifizierter DNA zu erkennen. Jede
Probe wurde im Doppelansatz untersucht. Fur die Erstellung einer Standardkurve
wurde eine log10-Verdunnungsreihe aus einer quantifizierten Chlamydien-

Suspension hergestellt.

3.5 Ultrasonographische Untersuchung

Nach der Spulung wurde die Ovarreaktion mittels transrektaler, ultrasonographischer
Untersuchung erfasst. Dabei wurden, in Kombination mit einer rektalen Palpation, die
Anzahl der Corpora lutea bestimmt. Weiterhin wurden persistierende Follikel ab
einem Durchmesser von 10 mm erfasst. Grol3e Follikel, mit mehr als 20 mm wurden
einzeln registriert. Verwendet wurde dabei ein Ultraschallgerat (Agroscan L; Fa.

Hauptner u. Herbolz, Solingen) mit einem 5 MHz Linearschallkopf.

3.6 Datenaufnahme zu den Spendertieren

Von jedem Spender wurden das Alter und das Intervall zwischen letzter Abkalbung
und dem Embryotransfertermin erfasst. Weiterhin wurde der Geburtsverlauf bei der
letzten Abkalbung beurteilt. Eine Gruppe bildeten Spender mit Abkalbungen ohne
bzw. mit nur leichter Geburtshilfe durch geringen Kraftaufwand maximal einer
Person. Schwierige Haltungsberichtigungen und Zughilfe mit 2 Personen oder einem
mechanischen Geburtshelfer zahlten als verstarkte Geburtshilfe und wurden
zusammen mit Schwergeburten, bei denen ein Tierarzt notwendig war, zu einer
zweiten Gruppe zusammengefasst. Das Auftreten von Aborten, puerperalen und
postpuerperalen Erkrankungen seit der letzten Kalbung wurde ebenfalls

dokumentiert.

3.7 Datenaufnahme zu Herdenmanagement und Fruchtbarkeitslage in den ET-
Betrieben

Im Rahmen einer Bestandsaufnahme wurden nahere Informationen zu
verschiedenen Bereichen des Herdenmanagement der ET-Betriebe gewonnen.
Hierbei wurden Daten Uber die HerdengrolRe und -zusammensetzung, das
Haltungssystem und das Fruchtbarkeitsmanagement erhoben. Als Grundlage fur die

Berechnung der Fruchtbarkeitskennzahlen dienten die Abkalbedaten und
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Abgangsursachen aus den monatlichen Probemelkergebnissen. Besamungsdaten
und Ubertragunstermine von Frisch- und Tiefgefrierembryonen wurden aus den
Besamungs- bzw. Embryotransferkarten der Betriebe entnommen. Berlcksichtigt
wurden nur Tiere mit mindestens einer Abkalbung. Bei Doppelbesamungen innerhalb
von 3 Tagen wurde nur die letzte Insemination gewertet. Durchgefuhrte
Trachtigkeitsuntersuchungen von den jeweiligen Hoftierarzten wurden Gbernommen,
eigene Untersuchungen wurden sonographisch (Agroscan L; Fa. Hauptner u.
Herbolz, Solingen, 5 MHz Linearschallkopf) ab dem 35. Trachtigkeitstag

durchgefuhrt. Folgende Fruchtbarkeitskennzahlen wurden berechnet:

Retrospektive Kennzahlen

e Zwischenkalbezeit
Errechnet wurde das Intervall zwischen der letzten und der vorletzten Kalbung,
bezogen auf den Tag der Spllung. Gewertet wurden alle Tiere der Herde mit
mindestens 2 Abkalbungen, die sich im Zeitraum eines Jahres vor der jeweiligen

Embryonengewinnung in der Herde befanden.

e Abgangsrate wegen Unfruchtbarkeit
Ermittelt wurde die Anzahl der Tiere, die im Zeitraum eines Jahres vor der Spulung
nach mehr als 2 erfolglosen Besamungen gemerzt wurden. Zum Vergleich der
Betriebe wurde die jeweilige Abgangsrate, gemessen an der Herdengrole,

herangezogen.

e Abortrate
Als Aborte wurden alle Fehlgeburten vom 45. bis 265. Trachtigkeitstag fur den
Zeitraum eines Jahres vor dem jeweiligen Spuldatum erfasst, und daraus die
Abortrate des Betriebes errechnet (DE KRUIF et al. 1998).

e Trachtigkeitsrate
Es wurden Trachtikeitsraten fir jeweils 3 Intervalle von 21 Tagen bestimmt. Das
erste Intervall reichte von der 6. bis zur 3. Woche vor dem Spultermin, das 2. Intervall
lag zwischen der 3. Woche und dem Tag vor der Spulung. Die 3. Trachtigkeitsrate
umfasste den Tag der Spulung bis zur 3. Woche danach. Berechnet wurden die

erzielten Trachtigkeiten innerhalb des jeweiligen Intervalls, als Prozentsatz der
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moglichen. Als Tiere mit der Moglichkeit trachtig zu werden wurden solche
angesehen, deren freiwillige Wartezeit vor oder  wahrend des
Berechnungszeitraumes abgelaufen war. Bei Kihen die durch Embryotransfer
trachtig wurden zahlte der Tag der Ubertragung. Fir den Spender selbst wurde nur

das 3. Intervall berucksichtigt.

e Erstbesamungserfolg
Ermittelt wurde der Quotient aus der Anzahl tragender Tiere nach Erstbesamung x
100 und der Anzahl der Erstbesamungen. Der Berechnungszeitraum reichte von 150

Tage vor, bis 30 Tage nach dem Spultermin.

e 24-Tage-Brunsterkennungsrate
Hierfir wurden alle am Tag der Spllung noch nicht besamten bzw. mit Embryonen
belegten Kihe ab dem 20. Tag post partum aufgelistet. Im Rahmen der regularen
Brunstbeobachtung vermerkten die Betriebsleiter alle innerhalb der folgenden 24
Tage in Brunst gesehenen Tiere, unabhangig ob besamt oder nicht. Berechnet

wurden die in Brunst gesehenen Tiere als Prozentsatz der aufgelisteten.

Prospektive Kennzahlen

e Rastzeit
Alle Kuhe, fir die seit der letzten Abkalbung eine Besamung registriert war, wurden
in die Berechnung der Rastzeit einbezogen. Dabei wurde das Intervall zwischen der

Abkalbung und der ersten Besamung ermittelt.

Fir alle Kihe, bei welchen am Tag der Spilung eine positive

Trachtigkeitsuntersuchung vorlag, wurden folgende Kennzahlen ermittelt:

o Erwartete Zwischenkalbezeit
Ausgehend von einer physiologischen Trachtigkeitsdauer von 285 Tagen
(GRUNERT u. BERCHTOLD 1999), wurde das Intervall zwischen der letzten

Kalbung und dem zu erwartenden Kalbetermin bestimmt.
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e Verzdgerungszeit
Es wurde das Intervall zwischen der ersten Besamung post partum und dem ersten

Trachtigkeitstag bestimmit.

e Trachtigkeitsindex
Erfasst wurde der Quotient aus der Anzahl der Besamungen bei trachtig gewordenen

Tieren und der Anzahl erzielter Trachtigkeiten.

o Differenz zwischen Verzogerungszeit und Untergrenze 1.Belegung-
1.Trachtigkeitstag

Die Kennzahl ,Untergrenze 1. Belegung- 1. Trachtigkeitstag“ errechnete sich aus
dem Trachtigkeitsindex minus 1, multipliziert mit 21. Ausgehend von einem
physiologischen Zyklus von 21 Tagen beschrieb sie die minimale Verzogerungszeit
bei gegebenem Besamungsaufwand fur die erzielten Trachtigkeiten, wenn alle
Oestren nach der ersten Besamung genutzt worden waren. Aus der Differenz zur
Verzogerungszeit konnte auf ungenutzte oder fehlende Brunsten nach der ersten
Besamung geschlossen werden (METZNER u. MANSFELD 1992).

3.8 Korperkonditionsbeurteilung
Um die Korperkondition der Milchkuhherden auf den ET-Betrieben zu beurteilen,
wurde das BCS-System (Body Condition Scoring) nach EDMONSON et al. (1989),
modifiziert nach METZNER et al. (1993) angewendet. Dabei wurde der
Ernahrungszustand der Tiere visuell und palpatorisch beurteilt. Fur die visuelle
Einstufung wurden folgende 8 Korperstellen auf der rechten Seite der Tiere
betrachtet:

e Dornfortsatze der Lendenwirbelsdule

e Verbindungslinie zwischen Dorn- und Querfortsatzen der Lendenwirbelsaule

e Querfortsatze der Lendenwirbelsaule

e Rechte Hungergrube

e Huft- und Sitzbeinhocker

e Bereich zwischen Huft- und Sitzbeinhdcker

e Bereich zwischen den Hufthdckern

e Beckenausgangsgrube
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Zusatzlich wurde die Fettgewebsauflage auf Huft- und Sitzbeinhocker palpatorisch
beurteilt. Die Bewertung erfolgte in einer Punkteskala von 1 bis 5, die in 0,25 Punkt-
Schritte unterteilt war. Die BCS-Gesamtnote eines Tieres ergab sich aus dem
arithmetischen Mittel der beurteilten Korperstellen.

Ausgewertet wurden nur Tiere der Rassen Fleckvieh und Holstein Friesian. Die nur
vereinzelt auftretenden Kihe anderer Rassen, Kreuzungstiere sowie zur Schlachtung
vorgesehene Kihe wurden nicht bertcksichtigt. Als Maly fir die anzustrebende
Korperkondition, abhangig vom Laktationsstadium des jeweiligen Tieres, wurden fur
Fleckvienkihe die in Tabelle 9 angegebenen Referenzwerte herangezogen. Fur
Holstein Friesian-Kihe lagen die entsprechenden Werte um 0,5 Punkte niedriger
(MANSFELD et al. 2000).

Tabelle 9: Referenzwerte der Korperkondition bei Fleckviehkiihen

Laktationsstadium BCS-,,Normal-Bereich*
Frihe Laktation (11-90 Tage post partum) 3,0-3,75
Mittlere Laktation (91-180 Tage post partum) 3,25-3,75
Spate Laktation (> 180 Tage post partum) 3,5-4,0
Trockenstehend oder frisch abgekalbt
(< 10 Tage post partum) 3,75-4,25

3.9 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit dem Statistik-
Programm SPSS®, Version 12.0.1. Bei metrischen Variablen wurde zum Vergleich
der Mittelwerte in den Versuchsgruppen der t-Test verwendet. Fir die Darstellung
von Lage und Verteilung der Mittelwerte wurden Boxblots verwendet. Dabei
reprasentiert die graue Box den Bereich der 50% mittleren Werte, die sich zwischen
dem 25%- und dem 75%-Perzentil befinden. Der Median wird durch den schwarzen
Strich in der Box dargestellt. Die horizontal verlaufenden Striche Uber und unter der
Box kennzeichnen den gréfdten und den kleinsten Wert, mit Ausnahme der als kleine
Kreise dargestellten Ausreil3er. Diese liegen mehr als das 1,5-fache der Boxenhdhe
uber dem 75%-Perzentil bzw. unter dem 25%-Perzentil. Um den Zusammenhang
einer kategorialen Variablen und einer Gruppenzugehdrigkeit zu untersuchen kam

der Chi-Quadrat-Test zum Einsatz. Das Signifikanzniveau wurde auf p = 0,05
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festgelegt. Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen, die im Text als

Ltendenziell“ beschrieben wurden erfullten p < 0,10.
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4. Ergebnisse

4.1 Embryonen- und Eizellenausbeute

Im Zeitraum von Juni 2003 bis Februar 2004 erfullten 50 Spendertiere die
Einschlusskriterien einer der beiden Versuchsgruppen A (gute Spulergebnisse) oder
B (schlechte Spulergebnisse). Die Resultate der beiden Gruppen sind in Tabelle 10
zusammengefasst. Die Anteile von tauglichen und untauglichen Embryonen
innerhalb der Versuchsgruppen zeigt Abbildung 6. In der Gruppe Gruppe A (n = 30)
wurden insgesamt 602 Embryonen/Eizellen gewonnen. Davon wurden 509 (84,6 %)
als transfertauglich beurteilt. Daraus ergab sich ein durchschnittliches
Superovulationsergebnis von 20,1 % 7,70 Embryonen/Eizellen (Mittelwert =
Standardabweichung) mit 17,0 + 6,08 tauglichen Embryonen pro Spulung.
Gemessen an der Anzahl tauglicher Embryonen lag die beste Spulung bei 29
Embryonen, was mit 67,4 % zugleich den minimalen Anteil transfertauglicher
Embryonen an der Gesamtzahl von Embryonen/Eizellen in Gruppe A darstellte. Aus
den beiden schlechtesten Spulungen der guten Gruppe resultierten jeweils 9
taugliche Embryonen, was einem Anteil von 75 % bzw. 81,8 % an der Gesamtzahl
von Embryonen/Eizellen entsprach.

Bei den Spulungen mit schlechten Ergebnissen (Gruppe B, n = 20) wurden
insgesamt 287 Embryonen/Eizellen gewonnen, von denen 48 (16,7 %) als
transfertauglich eingestuft wurden. Die durchschnittliche Anzahl war mit 14,4 + 8,80
Embryonen/Eizellen und 2,4 £ 2,21 tauglichen Embryonen pro Spulung signifikant
niedriger als in Gruppe A (p < 0,05). Die Ausbeute an tauglichen Embryonen lag
zwischen 0 und 7 Embryonen, der Anteil transfertauglicher Embryonen bewegte sich

zwischen 0 und 30 %.

Tabelle 10: Spiilergebnisse der S0 Spendertiere, eingeteilt in die Versuchsgruppen

Gruppe A Gruppe B
Standard- Standard-

Mittelwert Summe abweichung | Mittelwert Summe abweichung
Anzahl an gewonnenen
Embryonen und Eizellen 20,07 602 7,70 14,35 287 8,80
Anzahl transfertauglicher
Embryonen 16,97 509 6,08 2,40 48 2,21
Anzahl degenerierter
Embryonen 1,53 46 2,01 1,75 35 3,46
Anzahl unbefruchteter
Eizellen 1,57 47 1,83 10,20 204 6,83
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Abbildung 6: Anteile tauglicher und untauglicher Embryonen

4.2 Sonographische Befunde am Spiltag

4.2.1 Gesamtzahl der Corpora lutea

Bei den 50 Spendertieren wurde nach der Spulung die Anzahl der Corpora lutea
beider Ovarien sonographisch bestimmt (Abb. 7). Als minimale Gesamtzahl waren 5
darstellbare Gelbkorper gefordert. Bei dem Tier mit der schwachsten Ovarreaktion
konnten insgesamt 6 Corpora lutea diagnostiziert werden. Die maximale Anzahl
dargestellter Gelbkdrper lag bei 31. Durchschnittlich konnten in Gruppe A 17,5 £ 6,04
Gelbkorper diagnostiziert werden, in Gruppe B waren es 15,8 + 5,33. Dieser

Unterschied war statistisch nicht signifikant (p< 0,05).
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Abbildung 7: Gesamtzahl der sonographisch diagnostizierten Corpora lutea pro
Spendertier

4.2.2 Sonographisch dargestelite Follikel

Erfasst wurde die Anzahl der auf den Ovarien des Spendertieres sonographisch
darstellbaren Follikel mit einem Durchmesser = 10 mm. Durchschnittlich wurden in
Gruppe A 1,2 £ 1,22 Follikel diagnostiziert, in Gruppe B waren es 1,9 £ 1,60. Maximal
waren 5 Follikel bei einem Spendertier zu sehen. In der Gruppe mit guten
Spulergebnissen war bei 40 % der Kihe kein Follikel = 10 mm darstellbar. Unter den
Tieren mit schlechter Embryonenausbeute fanden sich bei 20% der Gruppe keine
Follikel dieser GrolRe. Die Anzahl der Spendertiere aus der jeweiligen
Versuchsgruppe mit 1 bzw. 2 oder mehr Follikeln zeigt Tabelle 11. Die Differenzen in

der Gesamtzahl dargestellter Follikel waren statistisch nicht zu belegen (p > 0,05).
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Tabelle 11: Gesamtzahl der bei den Spendern sonographisch dargestellten Follikel mit
einem Durchmesser > 10 mm, eingeteilt in 3 Kategorien

Gesamtzahl Follikel
0 1 >2
Gruppe Gruppe A Anzahl 12 5 13
% von Gruppe 40,0% 16,7% 43,3%
Gruppe B Anzahl 4 7 9
% von Gruppe 20,0% 35,0% 45,0%

Wie in Abbildung 8 zu sehen, ergibt sich fur die Verteilung groRRer Follikel
(Durchmesser > 20 mm) auf die Versuchsgruppen eine tendenzielle Haufung in der
Gruppe B. Hier hatten 50 % der Spenderkihe zumindest einen grofden Follikel. In

Gruppe A waren dies 26,7 % der Tiere.

100% -
90%-
80%-
70%-
60% -
50% -
40%-
30%-
20%-
10% 1

0%-

0= 2 groRe Follikel
B 1 groler Follikel
Okein groRer Follikel

Gruppe A Gruppe B

Abbildung 8: Anteile von Spendern mit bzw. ohne grofie Follikel

4.3 Individuelle Einflusse der Spender

4.3.1 Alter der Spender

Bei einem Vergleich der Altersstruktur der Spender in den Versuchsgruppen konnte
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der Durchschnitt lag in Gruppe A
bei 5,0 £ 1,66 Jahren, in Gruppe B bei 5,6 + 2,32 Jahren. Die Altersverteilung reichte
von 2,5 bis 11,3 Jahre, wobei die beiden mit Abstand altesten Tiere (11,3 bzw. 11,2
Jahre) der Gruppe B angehdrten (Abb. 9).
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Abbildung 9: Altersverteilung der Spendertiere

4.3.2 Voruntersuchung der Spender

Zum Zeitpunkt der Voruntersuchung waren alle Spenderkiuhe klinisch und
gynakologisch unauffallig. Bei der durch rektale Palpation vorgenommenen
Beurteilung der Corpora lutea ergab sich im Bezug auf die Versuchsgruppen
statistisch kein erkennbarer Unterschied. In Gruppe A wurden die Gelbkorper von 8
Tieren (26,7 %) mit 2 Punkten (gut palpierbares C.I.) beurteilt, 22 Spender erhielten 3
Punkte (deutliches C.I. in Blute). Die Gelbkdrper in Gruppe B wurden 8-mal (40 %)
mit 2 Punkten und 12-mal (60 %) mit 3 Punkten beurteilt.

Fir alle Spendertiere wurde ein Vorbericht erhoben, in dem der Geburtsverlauf der
letzten Abkalbung und aufgetretene Erkrankungen seit diesem Zeitpunkt erfasst
wurden (Tab. 12). In der Gruppe mit guten Spulresultaten (Gruppe A) hatten 20 Tiere

(66,7 %) einen komplikationslosen Geburtsverlauf, ein ungestdrtes Puerperium und
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zeigten bis zum Spultermin keine gynakologischen Probleme. Von den Tieren mit
schlechtem Spulergebnis (Gruppe B) waren 13 Spender (65 %) ohne auffalligen
Vorbericht. In eine zweite Kategorie wurden Spender eingeordnet, die vorberichtlich
entweder einen gestorten Geburtsverlauf oder einen Abort hinter sich hatten. Kihe
mit puerperalen Erkrankungen (Retentio secundinarum) oder postpuerperalen
Fertilitatsstorungen (Ovarialzysten, Endometritis) zahlten ebenfalls zu dieser
Kategorie. Aus Gruppe A waren hier 10 Tiere (33,3 %), darunter ein Abortfall,
eingegliedert. Aus Gruppe B waren 7 Kuhe (35 %), darunter 3 Abortfalle, betroffen.

Statistisch war zwischen den Versuchsgruppen kein Unterschied zu erkennen.

Tabelle 12: Vorberichte der Spendertiere

Vorbericht des Spenders
Geburt und
Peurperium Gestorte Geburt
ungestort, keine und/oder
Fertilitatsstorungen Fertilitatsstorungen

Gruppe Gruppe A Anzahl 20 10
% von Gruppe 66,7% 33,3%
Gruppe B Anzahl 13 7
% von Gruppe 65,0% 35,0%

4.3.3 Abstand zwischen letzter Kalbung und Spiilung

Die zwischen der letzten Abkalbung und dem Spultermin liegende Zeit war in Gruppe
A mit durchschnittlich 127,0 £+ 44,98 Tagen signifikant kleiner als in Gruppe B, mit
185,5 £ 127,06 Tagen. Unter den Spendern mit schlechtem Spulergebnis waren 7
Tiere (35 %), deren letzte Kalbung Uber 200 Tage zurlck lag. In Gruppe A waren es
2 Kihe (6,7 %) mit mehr als 200 Tagen seit dem letzten Kalb (Abb 10).
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Abbildung 10: Zeitlicher Abstand der Spiilung zur letzten Abkalbung der Spender

4.4 Betriebs- und Herdenstruktur

4.4.1 GroRe der ET-Betriebe

Die Anzahl der in den einzelnen Betrieben gehaltenen Milchkihe war stark
unterschiedlich. Im gréften Betrieb wurden 97 Kiihe gemolken, im kleinsten Betrieb
waren es 23 Kihe (Abb. 11). Entsprechend grol war auch die Spanne der Anzahl
insgesamt gehaltener Rinder pro Betrieb. Diese reichte von 247 bis 35 Tieren.
Zwischen den Versuchsgruppen ergab sich fur die Mittelwerte beider Parameter
statistisch kein Unterschied (p > 0,05). Die mittlere Anzahl von Milchkihen pro
Betrieb lag in Gruppe A bei 49,5 £ 14,85, in Gruppe B bei 52,9 + 23,98. Die Zahl der
im Betrieb gehaltenen Rinder betrug in Gruppe A durchschnittlich 112,3 + 36,94, in
Gruppe B waren es 128,6 + 61,33 Tiere.
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Abbildung 11: Grofe der Milchkuhherden

4.4.2 Haltungsbedingungen

Die Stallsysteme fur die Kuhherden der ET-Betriebe, eingeteilt in Anbindehaltung
und Laufstall, zeigt Abbildung 12. In beiden Versuchsgruppen uberwiegt die
Laufstallhaltung, wobei der Anteil in Gruppe A mit 76,7 % den Anteil in Gruppe B
(55,0 %) statistisch nicht signifikant Gbertrifft.
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Abbildung 12: Haltungssysteme in den Versuchsgruppen, eingeteilt in Laufstall und
Anbindehaltung

Der Groldteil der Herden (88 %) beider Versuchsgruppen wurde ganzjahrig nur im
Stall gehalten, wobei es sich bei 47 Betrieben (94,0 %) um Warmstalle handelte.
Weideaustrieb erfolgte auf einem Betrieb der Gruppe A und 2 Betrieben der Gruppe
B. Als zusatzliche Bewegungsmoglichkeit zum Laufstall waren einer Herde der
Gruppe A und 2 Herden der Gruppe B Auslaufflachen im Freien zur Verfigung
gestellt.

4.4.3 Korperkondition

Mit Hilfe des Kdorperkonditionsindex wurde der Ernahrungszustand der
Milchvienherden am Tag der Embryonengewinnung erfasst. Dabei hatten in
Betrieben mit guter Embryonenausbeute (Gruppe A) durchschnittlich 43,9 % + 9,13
der Tiere eine in Abhangigkeit von Laktationsstadium und Rasse zufrieden stellende
Kdrperkondition. In Herden der Gruppe B lag der Anteil leistungsgerecht versorgter
Tiere im Mittel bei 41,2 % + 11,36. Zwischen den Versuchsgruppen war somit kein
statistischer Unterschied der Korperkondition in den Kuhherden zu erkennen (p >
0,05). Absolut bewegten sich die Anteile von Tieren mit normaler Kérperkondition in
den ET-Betrieben zwischen 20,6 % und 62,5 %.

4.4.4 Herdengesundheit

Nach den Aussagen der jeweiligen Betriebsleiter gab es in 21 Herden der Gruppe A
(70,0 %), bzw. in 10 Herden der Gruppe B (50,0 %) wahrend eines Jahres vor dem
ET-Termin  keine gesundheitlichen Bestandsprobleme. In Betrieben mit
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Fruchtbarkeitsstorungen kam es vermehrt zu Nachgeburtsverhaltungen,
Endometritiden und Vestibulovaginitiden, mit der Folge verlangerter Gust- und
Zwischenkalbezeiten. Dies war in 16,7 % der Betriebe mit guten ET-Ergebnissen
(Gruppe A) und in 35,0 % der schlechten ET-Betriebe (Gruppe B) der Fall. Probleme
der Euter-, Stoffwechsel- oder Gliedmallengesundheit traten weniger haufig auf
(Abb. 13). In Gruppe A waren 4 Herden (13,3 %) von einem dieser Probleme
betroffen, in Gruppe B waren dies 3 Bestande (15,0 %). Die unterschiedliche
Verteilung der angegebenen Bestandsprobleme auf die Versuchsgruppen konnte

statistisch nicht abgesichert werden.

O Euter-, Stoffwechsel-
oder
Gliedmalenprobleme

B Fruchtbarkeitsprobleme

Okeine Probleme

Gruppe A Gruppe B

Abbildung 13: Verteilung der angegebenen Bestandsprobleme, ein Jahr vor dem
Spiiltermin

4.4.5 ET-Erfahrung der Betriebe

Die Erfahrung des Betriebsleiters im Ablauf eines ET-Programmes, gemessen an der
Zahl im Betrieb durchgefuhrter Spulungen, ist in Gruppe A mit durchschnittlich 9,1 +
13,11 Spulungen pro Betrieb hoher als in Gruppe B mit 7,0 £ 11,07 Spulungen
(Differenz p > 0,05). Der Betrieb mit den meisten Spulungen hatte bis zum Zeitpunkt
der ausgewerteten Superovulation 70 Spulungen durchflihren lassen. 5 Betriebe

nutzen den ET-Service zum ersten Mal.
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4.5 Fruchtbarkeitsmanagement

4.5.1 Brunstbeobachtung

Ein Vergleich der Intensitat der Brunstbeobachtung zwischen den ET-Betrieben
wurde anhand einer 24- Tage- Brunsterkennungsrate, ausgehend vom Tag der
Embryonengewinnung, durchgefuhrt. Die Erkennungsraten der ab 20 Tage post
partum zur Brunstbeobachtung aufgelisteten Tiere lagen zwischen 42,9 % und 100
%. Die Mittelwerte des Anteils erkannter Brunsten unterschieden sich nur minimal (p
> 0,05). Sie lagen bei 68,0 % (Gruppe A) und 67,4 % (Gruppe B).

Die Brunsterkennung und —nutzung nach der Erstbesamung wurde fir alle Kiihe mit
positiver Trachtigkeitsuntersuchung am Analysetag mit Hilfe der Untergrenze
1.Belegung-1.Trachtigkeitstag bewertet. Anhand der Differenz zur Verzogerungszeit
ergab sich die Anzahl der Verlusttage nach der Erstbesamung, die durch fehlende,
nicht gesehene oder nicht genutzte Brunsten entstanden waren. Herden der Gruppe
A (gutes Spulergebnis) hatten mit durchschnittlich 13,4 + 8,49 Tagen weniger
Zeitverlust als Herden in Gruppe B (schlechtes Spulergebnis) mit 18,0 + 11,71

Tagen, wobei die Differenz der Mittelwerte nicht signifikant war (p > 0,05).

4.5.2 Besamungsmanagement

Alle 50 ET-Betriebe  arbeiteten mit  Tiefgefriersamen  zugelassener
Besamungsstationen. Das Erstbelegungsalter flr die Nachzucht lag durchschnittlich
bei 17,7 £ 1,51 Monaten. Der minimale Wert lag hier bei 15 Monaten, der Betrieb mit
dem hochsten Erstbelegungsalter besamte Farsen ab einem Alter von 22 Monaten.
Alle Betriebsleiter gaben an, eine freiwillige Wartezeit bis zur ersten Besamung nach
der Abkalbung einzuhalten. Die Angaben hierfur lagen zwischen 28 und 60 Tagen.
Die Mehrzahl der Betriebe (58 %, n = 29) wahlte 42 Tage als Grenze fur die erste
Besamung. 18 % der Landwirte (n = 9) belegten die Tiere friher als 6 Wochen post
partum 24 % (n = 12) wahlten eine freiwillige Wartezeit uber 42 Tage. In der Regel
wurde in allen ET-Betrieben brunstorientiert besamt. Synchronisationsprogramme zur
terminorientierten Besamung kamen nur in Ausnahmefallen, zum Beispiel bei
Problemtieren, zum Einsatz. Fur die Bestimmung des Besamungszeitpunktes
wendeten alle Betriebsleiter die am-pm Regel (ante bzw. post meridiem) an,

besamten die Tiere also in der zweiten Halfte der Brunst. Fur alle bisher aufgefihrten
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Parameter hinsichtlich des Besamungsmanagementes waren in Bezug auf die
Versuchsgruppen keine Unterschiede zu erkennen.

Abbildung 14 zeigt die Verteilung der Besamungs-Fachkrafte in den 50 ET-
Betrieben. In beiden Versuchsgruppen wurden 40 % der Herden von
Besamungstechnikern betreut. In Gruppe A besamten weniger Tierarzte (16,7 %) als
in Gruppe B (25 %). Entsprechend lag der Anteil an Eigenbestandsbesamern in
Gruppe A mit 43,3 % Uber dem Anteil in Gruppe B (35,0 %). Die Differenzen waren
statistisch nicht signifikant (p > 0,05).

100% -
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30% -
20%-
10%

0%

OEigenbestandsbesamer
B Tierarzt
O Besamungstechniker

Gruppe A Gruppe B Gesamt

Abbildung 14: Anteil verschiedener Besamungsfachkrifte in den ET-Betrieben

4.6 Fruchtbarkeitskennzahlen

4.6.1 Zwischenkalbezeit

Die Zwischenkalbezeiten wurden fir alle Tiere mit mindestens 2 Abkalbungen
berechnet, die sich im Zeitraum eines Jahres vor der jeweiligen
Embryonengewinnung in der Herde befanden. Die Verteilung der mittleren
Zwischenkalbezeiten in den Betrieben zeigt Abbildung 15. Die Herde mit der
niedrigsten Zwischenkalbezeit lag bei durchschnittlich 369,0 Tagen, der maximale
Mittelwert einer Herde lag bei 441,0 Tagen. Bei einem Vergleich der beiden
Versuchsgruppen konnte nur eine geringe Differenz (p > 0,05) der durchschnittlichen
Zwischenkalbezeiten festgestellt werden. Dabei lag die mittlere Zwischenkalbezeit in
Gruppe A bei 389,9 + 19,66 Tagen, in Gruppe B bei 394,4 + 13,49 Tagen.
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Abbildung 15: Mittlere Zwischenkalbezeiten

4.6.2 Erwartete Zwischenkalbezeit

Die erwartete Zwischenkalbezeit wurde fur alle am Analysetag trachtigen Kihe
berechnet. Zwischen den Versuchsgruppen war keine statistisch signifikante
Differenz der durchschnittlichen erwarteten Zwischenkalbezeiten zu sehen (p > 0,05).
Der berechnete Mittelwert Uber die ET-Betriebe lag in Gruppe A bei 389,7 + 18,69
Tagen, in Gruppe B leicht dartber, bei 395,2 + 19,26 Tagen.

4.6.3 Rastzeit

In die Berechnung der durchschnittlichen Rastzeit der Herde wurden alle Kuhe
miteinbezogen, fur die seit der letzten Abkalbung eine Besamung registriert war. Die
durchschnittlichen Rastzeiten der analysierten Betriebe lagen zwischen 49,7 und
108,7 Tagen. Zwischen den Versuchsgruppen konnte kein signifikanter Unterschied

erkannt werden. Der Mittelwert fur die berechneten Rastzeiten lag in Betrieben mit
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gutem Spulerfolg bei 73,2 + 11,84 Tagen, in Betrieben mit schlechter
Embryonenausbeute bei 70,5 + 10,34 Tagen (p > 0,05).

4.6.4 Verzogerungszeit

Far alle Kihe mit positiver Trachtigkeitsuntersuchung wurde das Intervall zwischen
der ersten registrierten Besamung und der Konzeption innerhalb der aktuellen
Laktation erfasst. Die Verteilung der durchschnittlichen Verzégerungszeiten in den
Betrieben zeigt Abbildung 16. Die Verzogerungszeiten in Betrieben der Gruppe A
lagen mit durchschnittlich 30,7 £ 13,29 Tagen statistisch nicht signifikant (p > 0,05)
unter den Ergebnissen der Betriebe aus Gruppe B (37,4 + 16,67 Tage).
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Abbildung 16: Mittlere Verzogerungszeiten
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4.6.5 Erstbesamungserfolg

Die flr den Zeitraum 150 Tage vor, bis 30 Tage nach dem jeweiligen Spuldatum
ermittelten durchschnittlichen Erstbesamungserfolge lagen in Betrieben der Gruppe
A bei 46,5 % = 12,36. Herden aus Gruppe B lagen im Mittel bei 42,7 % + 13,94. Die
Verteilung der durchschnittichen Ergebnisse in den Versuchsgruppen zeigt
Abbildung 17. Wahlt man einen Erstbesamungserfolg von mindestens 55 % als
untere Grenze einer ungestdrten Herdenfruchtbarkeit, so lagen 66,7 % (n = 20) der
Betriebe mit gutem Spulergebnis (Gruppe A) unter dieser Anforderung. Von den
Betrieben mit schlechtem Spulergebnis (Gruppe B) lagen 85 % (n= 17) unter diesem
Grenzwert. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen waren statistisch nicht
abzusichern (p > 0,05).
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Abbildung 17: Mittlere Erstbesamungsergebnisse

56



4.6.6 Trachtigkeitsindex

Die durchschnittliche Anzahl der, bei trachtigen Kiihen durchgefihrten Besamungen
pro Trachtigkeit lag in den bewerteten Herden zwischen 1,2 und 2,7. Die
Mittelwertdifferenz der Versuchsgruppen war statistisch nicht (p > 0,05). Der
durchschnittliche Trachtigkeitsindex in Gruppe A lag bei 1,8, der entsprechende Wert
in Gruppe B bei 1,9.

4.6.7 Trachtigkeitsrate

Die einzelnen Trachtigkeitsraten der Betriebe lagen zwischen 0 und 66,7 %. Die
durchschnittlichen Trachtigkeitsraten im Zeitraum 6 bis 3 Wochen (Trachtigkeitsrate
1) vor dem jeweiligen Spultermin lagen bei Betrieben mit schlechtem und Betrieben
mit gutem Spulergebnis eng zusammen (Gruppe A: 15,8 % gegenuber 16,8 % in
Gruppe B). In den 3 Wochen vor dem Spuldatum (Trachtigkeitsrate 2) hatten Herden
der Gruppe A mit durchschnittlich 17,8 % £ 14,0 bessere Ergebnisse als Herden der
Gruppe B mit 13,4 % + 9,9. Ahnlich, jedoch auf héherem Niveau, waren die
Durchschnittswerte der Trachtigkeitsrate 3 (3 Wochen nach der Spulung). Hier lag
die mittlere Trachtigkeitsrate der Gruppe A bei 22,6 % + 11,5, in Gruppe B waren es
18,2 % + 13,8 (Abb. 18). Statistisch konnten die Unterschiede der Trachtigkeitsraten
2 und 3 nicht belegt werden (p > 0,05).
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15,0% O Gruppe A
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10,0%
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0,0% ‘

Trachtigkeitsrate Trachtigkeitsrate Trachtigkeitsrate
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Abbildung 18: Durchschnittliche Trichtigkeitsraten (TR 1 = Zeitraum 6. bis 3. Woche
vor dem Spiiltermin; TR 2 = Zeitraum 3 Wochen vor dem Spiiltermin; TR 3 = Zeitraum
bis 3 Wochen nach der Spiilung)
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4.6.8 Abgange wegen Unfruchtbarkeit

Die Ergebnisse fir die Berechnung der Abgangsraten wegen Unfruchtbarkeit im
Zeitraum eines Jahres vor dem ET-Termin sind in Abbildung 19 dargestellt. Dabei
wurden alle Kuhe erfasst, die nach mehr als 2 erfolglosen Besamungen gemerzt
wurden. Die Extremwerte lagen hier bei 0 bzw. 22 %. Im Mittel gingen in Betrieben
aus Gruppe A 7,5 % * 4,68 der Tiere wegen Unfruchtbarkeit ab, in Gruppe B lag der
Durchschnitt bei 8,4 % * 6,05 der Herde. Die Differenz der Mittelwerte war nicht
signifikant (p> 0,05).
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Abbildung 19: Abgangsraten wegen Unfruchtbarkeit

4.6.9 Anteil abortierender Kiihe
Alle Fehlgeburten zwischen dem 45. und 265. Trachtigkeitstag wurden als Abort
registriert. Die Verteilung der in den 50 Herden ermittelten Abortraten im Zeitraum

eines Jahres vor der Spulung ist in Abbildung 20 getrennt nach Versuchsgruppen
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abgebildet. Durchschnittlich hatten 4,1 % £ 3,10 der Kihe aus Herden der Gruppe A
abortiert, in Gruppe B waren es 4,7 % = 5,30 Tiere. Unter der Annahme einer
akzeptablen Abortrate von maximal 8 % waren unter den Betrieben mit schlechtem
Spulergebnis (Gruppe B) 25 % (n = 5) uber diesem Grenzwert. In Gruppe A lagen mit
10 % (n = 3) weniger Herden Uber dieser Marke. Statistisch waren zwischen den

Versuchsgruppen in keinem der beiden Parameter Unterschiede zu belegen (p >

0,05).
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Abbildung 20: Verteilung der Abortraten in den Herden
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4.7 Chlamydien- Nachweis bei den Spendertieren

4.7.1 Nachweis von Antikorpern gegen Chlamydien

Mit Hilfe eines gattungsspezifischen ELISA wurden bei 22 von 50 untersuchten
Spendertieren Antikorper gegen Chlamydien gefunden. Im Bezug auf das
Spulergebnis konnten statistisch keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
gefunden werden (p > 0,05). Von den Tieren mit schlechtem Spllergebnis (Gruppe
B) waren 45 % serologisch positiv. In Gruppe A waren bei 43,3 % der Kihe

Chlamydien- Antikorper zu finden.

4.7.2 Nachweis von spezifischer Chlamydophila abortus-DNA

Bei insgesamt 19 der 50 Spendertiere (38 %) konnte DNA von Chlamydophila
abortus in der aus dem Uterus zuruck gewonnenen Spulflissigkeit nachgewiesen
werden. Aus der Gruppe mit schlechten Spulergebnissen war die Tagman- PCR bei
6 Tieren positiv (30 % der Gruppe B), in der Gruppe der guten Donoren war bei 13
Kihen Chlamydophila abortus- DNA nachzuweisen (43,3 % der Gruppe A).
Statistisch war dieser Unterschied nicht signifikant (p > 0,05).

4.7.3 Zusammenhange zwischen dem direkten und indirekten Nachweis von
Chlamydien

Wie in Tabelle 13 zu sehen, konnten bei 33 der 50 untersuchten Spendertiere
entweder direkt oder indirekt Chlamydien nachgewiesen werden. Zwischen dem
Erregernachweis und dem Antikdrpernachweis mittels ELISA konnte statistisch
jedoch kein Zusammenhang nachgewiesen werden (p > 0,05). Ein gleichzeitiger

indirekter und direkter Nachweis gelang nur bei 8 Tieren.

Tabelle 13: Direkter und indirekter Nachweis von Chlamydien

Chlamydien-AK-ELISA
negativ positiv Gesamt
Chlamydien-PCR negativ 17 14 31
positiv 11 8 19
Gesamt 28 22 50
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5.Diskussion

Verschiedene Autoren nennen die betrieblichen Rahmenbedingungen unter denen
eine Embryonengewinnung beim Rind durchgefuhrt wird als wichtige Faktoren mit
Einfluss auf die Embryonenausbeute (CAMP 1989; HAHN 1992). Dazu zahlen die
Fahigkeiten des Tierhalters hinsichtlich Spenderauswahl und
Fruchtbarkeitsmanagement (GORLACH 1997). Daneben haben die Fitterung, die
Haltungsbedingungen, die Stressbelastung und der Infektionsdruck vor allem
genitalpathogener Erreger messbaren Einfluss auf den Spulerfolg (DOBSON et al.
2001; KAFI u. MCGOWAN 1997; TROPPMANN 2000). In den eigenen
Untersuchungen wurden die betriebliche Haltungsumwelt und die Fruchtbarkeitslage

in ET-Betrieben mit guten bzw. schlechten Spulergebnissen verglichen.

5.1 Ergebnisse der Embryonengewinnung

Die 50 ausgewerteten Spulergebnisse stellen 24,8 % der im Versuchszeitraum durch
das ET-Team des BVN gespulten Fleckviehkiuhe (n = 202) dar. Insgesamt wurden
durchschnittlich 14,4 Embryonen und Eizellen mit 8,86 transfertauglichen Embryonen
gewonnen. Damit lag der Anteil transfertauglicher Embryonen bei durchschnittlich
61,7 %. Durch die angewandten Einschlusskriterien fir die Versuchsgruppen wurden
Spendertiere selektiert, die sich sowohl in der Anzahl transfertauglicher Embryonen
wie auch in deren Anteil an der Gesamtzahl gewonnener Embryonen und Eizellen
deutlich von den durchschnittlichen Resultaten im Beobachtungszeitraum abhoben.
Die Embryonenausbeute in der Gruppe der guten Spenderkihe (Gruppe A) lag bei
durchschnittlich 17,0 tauglichen Embryonen pro Spulung. Der Anteil
transfertauglicher Embryonen lag bei 84,6 %. In Gruppe B (Spender mit schlechten
Spulergebnissen) wurden bei einem Anteil transfertauglicher Embryonen von 16,7 %

im Mittel pro Spender 2,4 taugliche Embryonen gewonnen.

Die unterschiedliche Embryonenausbeute der Versuchsgruppen ergab sich vor allem
durch die abweichende Anzahl unbefruchteter Eizellen pro Spilung. So waren in
Gruppe A durchschnittlich 1,6 Eizellen unbefruchtet, in Gruppe B waren es 10,2. Die
mittlere Anzahl degenerierter Embryonen war dagegen in beiden Gruppen ahnlich
(1,53 in Gruppe A gegenuber 1,75 in Gruppe B). Ursachen flir eine hohe Anzahl
unbefruchteter Eizellen kdnnen zunachst beim Spender selbst gesucht werden. So

ist bekannt, dass vor allem bei starken Ovarreaktionen die Lange des
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Ovulationszeitraums zunimmt, und so einige Ovulationen nicht zeitgerecht im
Verhaltnis zum Besamungszeitpunkt stattfinden (PURWANTARA et al. 1994).
Weiterhin kann es durch die Superovulation zu gestérter Ostrogen-, bzw.
Progesteronausschuttung kommen. Dies kann zu Veranderungen im Ablauf der
Oozytenmaturation und zu Stérungen des tubalen Milieus fuhren, wodurch sowohl
der Spermientransport als auch die Befruchtung an sich negativ beeinflusst werden
kann (DE LOOS et al. 1991; FOOTE u. ELLINGTON 1988; HYTTEL et al. 1991;
WILEY et al. 1982). Auch die individuelle Fruchtbarkeit von Bullen hat Einfluss auf
die Fertilisation (GRANDKE et al. 1990; HUPKA 2000; MANCIAUX et al. 2000). In
der vorliegenden Studie wurde nur Sperma geprufter Besamungsbullen verwendet.
Zudem wurde beim Uberwiegenden Teil der Spender eine Doppelbesamung mit 2
verschiedenen Bullen durchgefuhrt, was den Einfluss einzelner Bullen auf die
Befruchtungschancen verringert (HUPKA 2000). Auch die Inseminationsmethode
und -frequenz beeinflussen den Anteil unbefruchteter Eizellen (DONALDSON 1985;
NIEMANN u. MEINECKE 1993). In den eigenen Untersuchungen wurden alle

Spender einheitlich dreimal im Abstand von 12 Stunden besamt.

5.2 Ergebnisse der sonographischen Untersuchung nach der
Embryonengewinnung

Die Untersuchung der Ovarreaktionen der Spender sollte gewahrleisten, dass die
Zuordnung eines Spendertieres zur Gruppe B nicht aufgrund einer fehlenden oder
nur schwachen Superovulationsantwort der Ovarien geschah. Als minimale
Ovarreaktion auf die FSH-Behandlung waren insgesamt 5 Corpora lutea gefordert.
Andere Autoren sehen die Grenze einer positiven Superovulationsreaktion bei 3
(ROMMEL u. REHBOCK 1990) oder bereits bei 2 Gelbkoérpern (CHAGAS E SILVA et
al. 2002). Bei der sonographischen Untersuchung am Tag der Embryonengewinnung
wurden bei den Spendern in Gruppe A durchschnittich 17,5 Corpora lutea
diagnostiziert, in Gruppe B wurden im Mittel 15,8 Gelbkorper registriert. Statistisch
war demnach kein Unterschied der Ovarreaktionen guter und schlechter
Spendertiere zu erkennen (p > 0,05). Tiere der Gruppe A hatten mit 20,1 gespulten
Eizellen und Embryonen jedoch eine signifikant bessere Embryonenausbeute als
Tiere der Gruppe B mit durchschnittlich 14,4 Eizellen und Embryonen (p < 0,05). Die
Differenzen zwischen den sonographischen Untersuchungsergebnissen und der

Gesamtzahl gewonnener Embryonen und Eizellen kdnnen einerseits durch
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fehlerhafte ~ Gelbkorperdiagnosen erklart werden. Mit dem verwendeten
Ultraschallgerat konnten keine Bilder gespeichert bzw. Sequenzen aufgenommen
werden, was die Unterscheidung und Zahlung der in einer Ebene dargestellten
Gelbkorper wahrend der Untersuchung erschwert. Auch andere Untersucher
berichten Uber mangelhafte Diagnosegenauigkeit, vor allem bei sehr guten
Ovarreaktionen (GREVE u. PURWANTARA 1993; ROBERTSON et al. 1993).
Weitere mogliche Ursachen fiir die mangelhafte Ubereinstimmung der
Untersuchungsergebnisse sind beim Spendertier zu finden. So kann vor allem bei
starker Ovarreaktion die Aufnahme der Eizellen vom Infundibulum des Eileiters
gestort sein. Auch Verklebungen im Bereich der Eileiter flhren zu scheinbar falschen
Gelbkoérperdiagnosen (BOWEN et al. 1978a).

Neben der Gesamtzahl an Corpora lutea wurde die Anzahl und Grof3e der zum
Zeitpunkt der Embryonengewinnung noch persistierender Follikel ab einem
Durchmesser = 10 mm sonographisch erfasst. Diese haben sich aus
anovulatorischen Follikeln nach der Superovulation weiterentwickelt oder sind in der
Zeit bis zur Untersuchung neu entstanden (GOULDING et al. 1991). Dabei wurden
bei Spendern mit guter Embryonenausbeute (Gruppe A) durchschnittlich 1,2 Follikel
gegenuber 1,9 Follikel pro Spender in Gruppe B registriert (p > 0,05). Tendenziell
hatten die Spendertiere der Gruppe B haufiger grole persistierende Follikel mit
einem Durchmesser > 20 mm als Kuhe mit gutem Spulerfolg. Diese Ergebnisse
unterstitzen die Aussagen verschiedener Autoren, wonach persistierende Follikel die
Embryonenqualitat herabsetzen (HAHN et al. 1977; HAHN 1978; SCHILLING et al.
1980; SCHWAB 2000). Als Ursache ihres negativen Effektes wird die hormonelle
Aktivitat persistierender Follikel genannt. Die erhdhten Ostrogenwerte kénnen den
Spermientransport, die Fertilisation und die frihembryonale Entwicklung
beeintrachtigen (AHMAD et al. 1994; HYTTEL et al. 1991).

5.3 Einfluss der Spenderkuh auf die Embryonengewinnung

Als individuelle Einflisse seitens der Spendertiere auf den Erfolg der
Embryonengewinnung wurde in der vorliegenden Arbeit das Alter, der vorberichtlich
ermittelte Geburts-, Puerperal- und Postpuerperalverlauf sowie die Zeitspanne

zwischen letzter Abkalbung und dem Spultermin untersucht.
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Far das Alter der Spender konnte keine Beziehung zur Embryonenausbeute
festgestellt werden. Das Durchschnittsalter der Tiere unterschied sich in den beiden
Versuchsgruppen nur geringfugig (Gruppe A: 5,0 Jahre; Gruppe B: 5,6 Jahre). Das
Alter der Spenderkihe schwankte zwischen 2,5 und 11,3 Jahren. Auch HASLER et
al. (1981; 1983) stellten bei Kihen zwischen 3 und 10 Jahren keinen Einfluss des
Alters auf den Superovulationserfolg fest. Die Beobachtung, dass die beiden mit
Abstand altesten Kuhe (11,3 bzw. 11,2 Jahre) der Gruppe B (schlechte
Spulergebnisse) angehorten steht ebenfalls in Einklang mit den Ergebnissen von
HASLER et al. (1983), die bei Kuhen uber 10 Jahren einen deutlichen Abfall der
Fertilisationsrate und der Anzahl tauglicher Embryonen beobachteten. Andere
Untersuchungen zeigten einen linearen Abfall der Embryonenausbeute und —qualitat
mit steigendem Alter der Donorkuhe (LERNER et al. 1986). Als Ursache fur die
schlechteren Spulergebnisse alterer Tiere wird die geringere Anzahl der auf exogene
Gonadotropine reagierenden Follikel genannt (KATSKA u. SMORAG 1984).
Maoglicherweise treten mit zunehmendem Alter haufiger Funktionsstérungen an
Ovarien und Uterus auf, die ohne eine Superovulation nicht auffallen wirden
(DESAULNIERS et al. 1995).

Aus mehreren Untersuchungen geht die Empfehlung hervor, nur Tiere mit
einwandfreiem Vorbericht einer Superovulation mit anschliel3ender
Embryonengewinnung zu unterziehen. Folgende Faktoren scheinen einen negativen
Einfluss auf die Ergebnisse einer Superovulation zu haben: Schwergeburten (HAUPT
1979), Endometritiden, Ovarzysten ,Zyklusunregelmafigkeiten sowie Mastitiden und
schmerzhafte GliedmalRenerkrankungen (BUSSE 1995). In den eigenen
Untersuchungen wurden die Spendertiere hinsichtlich des Geburtsverlaufs, der
puerperalen und der postpuerperalen Erkrankungen verglichen. Dabei konnte
zwischen Spendern mit guter Embryonenausbeute und Kihen mit schlechtem
Spulergebnis keine unterschiedliche Haufigkeit im Auftreten von
Geburtskomplikationen, Retentio secundinarum, Endometritis und Ovarialzysten

nachgewiesen werden.

Verschiedene Untersuchungen beschreiben signifikante Zusammenhange der
Rastzeit von Spendertieren bis zur Superovulation und dem Ergebnis der
Embryonengewinnung. HAHN und SCHNEIDER (1978) registrierten Dbei
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Superovulationen bis 90 Tage post partum bessere Reaktionen als bei
Stimulierungen, die spater als 90 Tage post partum stattfanden. DARROW et al.
(1982) konnten bei Kihen bis zum 135. Laktationstag eine hdhere durchschnittliche
Anzahl transfertauglicher Embryonen gewinnen, als bei Tieren, die zu einem
spateren Zeitpunkt zur Embryonengewinnung herangezogen wurden. Zu ahnlichen
Ergebnissen kamen auch HAUPT (1979), TROPPMANN (2000) und WICHMANN
(1990). Andere Autoren fanden dagegen keinen Zusammenhang zwischen dem
Abstand zur letzten Abkalbung und der Embryonengewinnung (BUSSE 1995;
HASLER et al. 1983; HUPKA 2000). In den eigenen Untersuchungen war das
Intervall zwischen Partus und Spultermin bei Spendern mit hohem Anteil tauglicher
Embryonen (Gruppe A: 127,0 Tage) signifikant (p < 0,05) kleiner als bei Tieren mit
schlechteren Spulergebnissen (Gruppe B: 185,5 Tage). Vor allem Tiere mit mehr als
200 Tagen seit dem letzten Kalb waren Uberwiegend in der Gruppe B zu finden.
Mdgliche Ursachen flr diesen Zusammenhang sind ein verzdgerter Wiederbeginn
der Fortpflanzungstatigkeit und klinisch nicht diagnostizierte Fruchtbarkeitsstérungen
spater stimulierter Kuihe. Tiere die erst relativ spat zur Embryonengewinnung genutzt
werden haben haufig eine Reihe erfolgloser Besamungen hinter sich. Andere werden
aufgrund unklarer palpatorischer Ovarbefunde oder wegen unregelmaRiger

Zyklusdauer bei den Voruntersuchungen zunachst abgelehnt.

5.4 Einfluss des Betriebes

CAMP (1989) sieht den Betrieb als die Summe vieler Umweltfaktoren. Zahireiche
Autoren  sprechen dem  multifaktoriellen  Oberbegriff  ,Betrieb® einen
ausschlaggebenden Einfluss auf den Erfolg eines Embryotransfer-Programms zu
(HAHN 1992; HANSELMANN 1995; HUPKA 2000; NEUMANN et al. 1994;
PREISINGER et al. 1990). In der vorliegenden Arbeit wurden die ET-Betriebe
zunachst anhand der Herdengroflle, Haltungsbedingungen, Korperkondition der

Herden, Herdengesundheit und der ET-Erfahrung der Betriebsleiter verglichen.

Die von CAMP (1989) in grofReren Milchviehherden gefundene Verschlechterung der
Embryotransferergebnisse flhrt der Autor auf eine reduzierte Betreuung des
Einzeltiers, sowohl bei den Spendern, als auch auf Empfangerseite zurtck. Nach
HANSELMANN (1995) wird dies durch ein spezielles Interesse der Tierhalter an den

wertvollen Zuchttieren kompensiert. Auch im Hinblick auf die Stressbelastung der
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Spenderkuhe wird der Faktor Herdengrofie in ET-Betrieben diskutiert. DOBSON et
al. (2001) postulieren, dass eine instabile Rangordnung in zu grof3en Herden sich als
Stressor negativ auf den Spulerfolg auswirken kann. Vor allem rangniedere Tiere
produzieren, vermutlich bedingt durch vermehrt stattfindende Rangordnungskonflikte,
weniger verwendungsfahige Embryonen (GLATZEL et al. 1999).

Die eigenen Ergebnisse zeigten keine Unterschiede der HerdengrofRen zwischen ET-
Betrieben mit guten und schlechten Spulerfolgen. Weder in der durchschnittlichen
Milchkuh-Zahl (49,5 in Gruppe A gegenuber 52,9 in Gruppe B) noch in der
durchschnittlichen Gesamtzahl der am Betrieb gehaltenen Rinder (112,3 in Gruppe A
gegenuber 128,6 in Gruppe B) war ein statistischer Unterschied zu erkennen. Dabei
muss berucksichtigt werden, dass nicht die Viehzahl alleine Uber die
Betreuungsdichte des Einzeltieres entscheidet. Vor allem die in kleineren Betrieben
ubliche Form der Bewirtschaftung im Nebenerwerb und die nicht erfasste
Arbeitsbelastung durch zusatzliche Betriebszweige wie beispielsweise Ackerbau oder
Schweinehaltung in gemischt wirtschaftenden landwirtschaftlichen Betrieben kénnen
die Intensitdt der Herdenbetreuung stark beeinflussen. Weiterhin sind die
HerdengrofRen hinsichtlich der Stressbelastung und der Betreuungsmaoglichkeiten

des Einzeltieres in verschiedenen Haltungssystemen nur begrenzt vergleichbar.

Die Haltungsbedingungen einer Spenderkuh sind im besonderen Malie durch das
verwendete Stallsystem beeinflusst. Dabei ergeben sich fur Laufstall und
Anbindehaltung verschiedene Vor- und Nachteile hinsichtlich der Betreuungs- und
Beobachtungsmoglichkeiten, der Bewegungsfreiheit der Tiere, des Liegekomforts,
der hygienischen Verhaltnisse, der Futterung, und des Stallklimas. Allgemein
uberwiegen im Bezug auf die Fruchtbarkeitsleistung einer Milchkuh die Vorzige
eines Laufstalles. Hier kommt vor allem die erhdhte Bewegungsmaoglichkeit zum
tragen, die sich positiv auf die Tiergesundheit auswirkt und zudem die
Brunstbeobachtung vereinfacht (BOSTEDT et al. 1985; LOTTHAMMER 1999;
THAMLING 1980). In den eigenen Untersuchungen wurde die Mehrzahl der
Spendertiere in Laufstallen gehalten. Der Anteil von Laufstallen gegenuber der
Anbindehaltung lag in der Gruppe A (gute Embryonenausbeute) mit 76,7 %
statistisch nicht signifikant GUber dem entsprechenden Anteil in der Gruppe B (55,0
%). Auch HANSELMANN (1995) findet zwischen den Aufstallungssystemen Laufstall

und Anbindehaltung keine signifikanten Unterschiede in der Embryonenausbeute. Es
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ist anzunehmen, dass der Vorteil einer besseren Brunsterkennung im Laufstall durch
die intensivere Beobachtung der zichterisch wertvollen Spendertiere und die
terminorientierte Besamung nach der Superovulation geringere Bedeutung hat.

Einen signifikant positiven Einfluss der Haltungsform sah HANSELMANN (1995) bei
Spendern mit Weidegang. Hier konnten im Mittel 2,2 transfertaugliche Embryonen
mehr gewonnen werden als bei reiner Stallhaltung. Hierlber kann mit den eigenen
Ergebnissen aufgrund zu geringer Fallzahlen von Spendertieren mit Weidegang (n =

3) oder Auslaufflachen (n = 3) keine Aussage getroffen werden.

Mit der quantitativen Erfassung der Kérperkondition durch das BCS (Body Condition
Scoring) nach EDMONSON et al. (1989) kann die Leistungsgerechtheit der
Fatterung in Abhangigkeit vom Laktationsstadium schnell und zuverlassig auf
Herdenebene erfasst werden (MANSFELD et al. 2000). Der Koérperkonditionsindex
wird im Wesentlichen durch die Ausbildung des Korperfettgewebes gepragt. Da Fett
den Hauptenergiespeicher des Korpers darstellt, geben Veranderungen des BC-
Score direkte Hinweise auf eine unausgeglichene Energiebilanz (JONES u.
GARNSWORTHY 1989). Ein zu hohes Mall an Mobilisation oder Deposition von
Korperfett innerhalb einer Laktation fluhrt neben Michleistungseinbulen zu
Stoffwechselstorungen (vor allem Ketose) und Fruchtbarkeitsproblemen wie
beispielsweise Ovarialzysten oder Andostrie (STAUFENBIEL et al. 1991).

Da fur Kihe der Rasse Fleckvieh bislang noch keine wissenschaftlich gesicherten
Richtwerte fur eine anzustrebende Korperkondition vorliegen, wurden die fur
Holstein-Tiere angegebenen Richtwerte in der vorliegenden Untersuchung bei
Fleckviehkihen um 0,5 Punkte erhoht (MANSFELD et al. 2000). In den beurteilten
Herden waren groRe Abweichungen der Konditionsnoten von den in der Literatur
angegebenen |dealbereichen zu finden. So lag der Anteil zufrieden stellend
konditionierter Tiere bei durchschnittlich nur 43,9 % (Gruppe A), bzw. 41,2 %
(Gruppe B). Wegen des geringen Unterschiedes zwischen den beiden
Versuchsgruppen (p > 0,05) scheidet die Leistungsgerechtheit der Futterung als

Ursache fur die guten bzw. schlechten Spulergebnisse aus.

Bei der Auswertung der Ergebnisse zur Herdengesundheit im Jahr vor der
Embryonengewinnung ist zu berucksichtigen, dass es sich dabei um subjektive

Aussagen der Betriebsleiter handelt. Eine objektive Analyse auftretender
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Bestandsprobleme bedarf einer langerfristigen Datenaufnahme im Rahmen einer
Integrierten Tierarztlichen Bestandsbetreuung (ITB). Nur einer der untersuchten
Betriebe nahm diesen tierarztlichen Service regelmafig in Anspruch. Die im Rahmen
einer tierarztlichen Bestandsbetreuung anfallenden Daten uber den Verlauf des
Puerperiums und der postpartalen Phase, die auftretenden Genitalerkrankungen
sowie die Stoffwechselsituation der Herde gelten als wertvolle Entscheidungshilfen
fur die Spenderselektion (MOHRLE 1999). Von den Betrieben mit schlechten
Spulergebnissen  (Gruppe  B)  berichteten 350 %  Uber gehaufte
Fruchtbarkeitsstorungen wie  Nachgeburtsverhaltungen, Endometritiden  und
Vestibulovaginitiden. In der Gruppe A waren dies nur 16,7 % der Betriebe, wobei
dieser Unterschied nicht signifikant war. Aus eigener Sicht ist daher im Fall von
Fruchtbarkeitsproblemen in einem ET-Betrieb die Abklarung moglicher Ursachen vor
der Durchfuhrung einer Superovulation zu empfehlen, da die Fertilitdt auch klinisch
unauffalliger Spendertiere beeintrachtigt sein kann. So lieferten klinisch gesunde
Spender mit histologisch und bakteriologisch nachweisbarer Endometritis bzw. Tiere
mit inapparenten BVD/MD-Infektionen signifikant weniger taugliche Embryonen
(KAFI et al. 1994; MULLER 1988). Von Herdenproblemen in Bezug auf Euter-,
Stoffwechsel- oder GliedmalRengesundheit wurde in den eigenen Untersuchungen
seltener berichtet (Gruppe A: 13,3 %; Gruppe B: 15,0 %). Grundsatzlich ist bei der
Voruntersuchung  potentieller ~ Spendertiere  neben der gynakologischen
Untersuchung auch auf Erkrankungen des Euters, auf schmerzhafte
Klauenerkrankungen und auf Stoffwechselstérungen zu achten, da die gesamte
Manipulation des Embryotransfers eine zusatzliche Belastung fur das Tier darstellt
(BREM 1999; NIEMANN u. MEINECKE 1993).

Ublicherweise finden Superovulation, Besamung und Spilung des Spenders beim
kommerziellen ET auf dem Herkunftsbetrieb des Tieres statt. Damit wird der
Tierbesitzer intensiv in das ET-Programm mit einbezogen. So ist die
Brunstbeobachtung eine wesentliche Informationshilfe fur den Startzeitpunkt der
Superovulation. Weiterhin ist trotz einer eingehenden tierarztlichen Voruntersuchung
der vom Tierbesitzer gegebene Vorbericht Uber den Gesundheitsstatus und das
Zyklusgeschehen des Spenders seit der letzten Abkalbung von entscheidender
Bedeutung fiir die Entscheidung zur Superovulation (GORLACH 1997; HAHN et al.

1980). Die Hormon-Behandlung selbst und die Organisation der Besamung wird in
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den meisten ET-Programmen ebenfalls vom Betriebsleiter durchgefuhrt. So kann die
Erfahrung des Tierbesitzers mit friheren ET-Programmen das Spulergebnis
beeinflussen. Fur die durchschnittiche Zahl der im Betrieb durchgefihrten
Spulungen ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(Gruppe A: 9,1 Spulungen pro Betrieb, Gruppe B: 7,0 Spulungen pro Betrieb). Aus
arzneimittelrechtlichen Grinden wurden die Superovulationen wahrend des
Versuchszeitraumes nur von Stationstierarzten durchgefihrt. Dies kann dazu
beigetragen haben, dass der Faktor ,ET-Erfahrung des Betriebsleiters® keinen

Einfluss auf die Spulergebnisse hatte.

5.5 Herdenfruchtbarkeit in ET-Betrieben

GORLACH (1997) halt klinisch gesunde Kiihe mit unauffalligem Vorbericht, die aus
fruchtbaren Herden mit gutem Management stammen, fur besonders geeignete
Spender. Ein konkreter Vergleich zwischen der Herdenfruchtbarkeitslage und dem
ET-Erfolg der jeweiligen Betriebe liegt bislang nur von HAHN et al. (1980) vor. Dabei
hatten Spendertiere aus Herden mit einer Non-return-Rate tUber 50 % eine hohere
Embryonen- und Eizellausbeute und einen hoheren Anteil transfertauglicher
Embryonen als Donoren aus Betrieben mit schlechteren Besamungsergebnissen.
Grundsatzlich sollten wegen der komplexen Zusammenhange innerhalb des
Reproduktionsgeschehens einer Herde immer mehrere Fruchtbarkeitsindizes
gleichzeitig betrachtet werden (KUPFER 1991; METZNER u. MANSFELD 1992). In
der vorliegenden Arbeit wurden deshalb ET-Betriebe anhand verschiedener
retrospektiver und prospektiver Fruchtbarkeitskennzahlen, die verschiedene
Zeitabschnitte und Teilbereiche der Herdenfruchtbarkeit beschreiben, miteinander

verglichen.

Vor allem in gréReren Milchvieherden ist eine intensive Brunstbeobachtung
Voraussetzung fur gute Besamungsergebnisse und geringe Gust- und
Zwischenkalbezeiten (DE KRUIF et al. 1998). Im Rahmen von
Embryotransferprogrammen erleichtert eine genaue Kenntnis des Zyklusstandes
durch sorgfaltige Brunstbeobachtung dem ET-Tierarzt die Entscheidung, eine
Superovulation einzuleiten (BREM 1999). In den eigenen Untersuchungen wurde die
Intensitat der Brunstbeobachtung in den ET-Betrieben anhand verschiedener Indizes

verglichen. Dabei ergab sich fur die durchschnittliche 24-Tage-Brunsterkennungsrate
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der Betriebe mit guten Spulergebnissen (Gruppe A: 68,0 %) und schlechten
Spulergebnissen (Gruppe B: 67,4 %) statistisch kein Unterschied (p > 0,05). Auffallig
war, dass nur 26,0 % (n = 13) der 50 untersuchten Betriebe den in der Literatur zu
findenden Referenzwert fur eine ausreichende Brunsterkennungsrate von = 80 %
(DE KRUIF et al. 1998) erreichten, was fur eine unzureichende Brunstbeobachtung
in vielen ET-Betrieben spricht. Zu beachten ist, dass die Brunsterkennungsrate nur
eine Aussage Uber die Sensitivitdt, nicht jedoch Uber die Spezifitat der
Brunstbeobachtung trifft (FETROW et al. 1990). Da die Landwirte ihren
Spendertieren in der Regel ohnehin eine besondere Aufmerksamkeit widmen, ist fur
den Erfolg einer Superovulation vermutlich mehr die Fahigkeit der richtigen
Interpretation auferer Brunstsymptome von Bedeutung als der allgemeine

Zeitaufwand fur Brunstbeobachtung in der Herde.

Fir die Beurteilung der Brunsterkennung und —nutzung bei Tieren nach der ersten
Besamung wurde die Differenz aus Verzdgerungszeit und Untergrenze 1.Belegung-
1.Trachtigkeitstag berechnet. Unter Annahme einer festen Zykluslange von 21 Tagen
verlangert sich die Verzdgerungszeit bei ungenutzten Brunsten durch mangelnde
Brunstbeobachtung oder bei Tieren in gynakologischer Behandlung, die Untergrenze
1.Belegung-1.Trachtigkeitstag bleibt jedoch konstant (METZNER u. MANSFELD
1992). Die Anzahl der auf diese Weise berechneten Verlusttage war in Gruppe A
geringer als in Gruppe B (13,4 gegenuber 18,0 Tage), die Differenz war jedoch nicht
signifikant (p > 0,05). Insgesamt war zwischen ET-Betrieben mit unterschiedlichen
Embryonenausbeuten sowohl fir die Brunstbeobachtung vor der Erstbesamung als
auch fur die Brunsterkennung und —nutzung bei Nachbesamung kein belegbarer
Unterschied zu sehen. Ein mdglicher Grund ist die zlchterische und 6konomische
Sonderstellung  der  Spenderkiuhe, wodurch  eventuelle  Mangel der

Brunstbeobachtung in der Herde bei diesen Einzeltieren nicht zum Tragen kommen.

Die Zwischenkalbezeit ist eine der am haufigsten angewandten Kennzahlen, da sie
als Intervall zwischen 2 aufeinander folgenden Abkalbungen einfach zu berechnen
und fUr die 6konomische Bewertung einer Herde gut geeignet ist. Der Sollwert fir die
mittlere Zwischenkalbezeit einer Herde liegt bei 385 Tagen (DE KRUIF et al. 1998).
Die Zwischenkalbezeit wird vor allem zur Beurteilung des Fruchtbarkeitsgeschehens

in langeren Zeitraumen, wie in der vorliegenden Studie von einem Jahr genutzt, da
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nur reproduktionsbiologische Ablaufe von vor mehr als 9 Monaten erfasst werden.
Weiterhin ist eine zeitliche Eingrenzung auftretender Stérungen der Herdenfertilitat
nicht moéglich (METZNER u. MANSFELD 1992). Diese Einschrankungen erklaren
vermutlich den fehlenden Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen
Zwischenkalbezeit in den Versuchsgruppen und den Spulergebnissen (Gruppe A:
389,9 Tage, Gruppe B: 3944 Tage, p > 0,05). Auch in Herden mit sehr hoher
durchschnittlicher Zwischenkalbezeit von bis zu 441,0 Tagen waren Spender mit

guter Embryonenausbeute zu finden.

Eine aktuellere Aussage zur Herdenfruchtbarkeit kann mit Hilfe der erwarteten
Zwischenkalbezeit getroffen werden, da diese Kennzahl Kihe bereits ab der
positiven Trachtigkeitsuntersuchung berlcksichtigt. Allerdings werden akute
Fertilitatsprobleme anhand der erwarteten Zwischenkalbezeit ebenfalls, abhangig
vom Zeitpunkt der Trachtigkeitsuntersuchungen, zeitlich deutlich verzégert sichtbar.

Auch hier war aber kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen zu erkennen.

Die mittlere Rastzeit dient zur Bewertung des Besamungsbeginns in einer Herde.
Dieser ist vor allem durch die Managemententscheidung des Landwirtes beeinflusst,
indem er eine freiwilige Wartezeit festlegt. Weiterhin fihrt eine mangelhafte
Brunstbeobachtung zu verlangerten Rastzeiten. Erst sekundar wird die Rastzeit von
den Tieren selbst beeinflusst, wenn der Besamungsbeginn durch puerperale und
postpuerperale Stérungen wie vor allem Endometritiden oder Ovarzysten verzdgert
wird (METZNER u. MANSFELD 1992). Der Optimalbereich fir die anzustrebende
Rastzeit einer Herde liegt, abhangig von der Milchleistung, zwischen 60 und 100
Tagen (JAHNKE 2002). Bei Besamungen zwischen dem 40. und 60. Tag post
partum sind schlechtere Besamungsergebnisse zu erwarten, da auch nach
zeitichem  Ablauf des Puerperiums mit unvollstdndig abgeschlossenen
Regenerationsvorgangen am Uterus sowie hohen Stoffwechselbelastungen
gerechnet werden muss. Verlangerte Rastzeiten fuhren vor allem bei Tieren mit
geringer Milchleistung zu d6konomischen Einbuflen (LOTTHAMMER 1999). In den
eigenen Untersuchungen waren die durchschnittlichen Rastzeiten der Betriebe mit
guter und schlechter Embryonenausbeute nur minimal verschieden (p > 0,05). Sie
lagen bei 73,2 Tagen (Gruppe A) bzw. 70,5 Tagen (Gruppe B). Da die Spendertiere

von der Entscheidung des Betriebsleiters Uber den Besamungsbeginn
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ausgenommen sind, ist vermutlich kein Zusammenhang zwischen der Rastzeit der

Herde und der Embryonenausbeute zu erkennen.

Die Verzogerungszeit ist der Zeitraum zwischen der Erstbelegung und dem ersten
Trachtigkeitstag innerhalb einer Laktation. Aus 6konomischen Grinden sollte die
durchschnittliche Verzdgerungszeit einer Herde so gering wie moglich sein. Die in
den ET-Betrieben ermittelten Verzogerungszeiten liegen mit durchschnittlich 30,7
(Gruppe A) bzw. 37,4 (Gruppe B) Tagen weit Uber dem anzustrebenden
Referenzwert von maximal 18 Tagen (DE KRUIF et al. 1998). Dies kann eine Folge
der schon beschriebenen schlechten Brunsterkennung in den Betrieben sein.
Weiterhin flihren ein herabgesetzter Besamungserfolg und vermehrter embryonaler
Fruchttod zu einem Zeitverlust bis zum ersten Trachtigkeitstag (GRUNERT u.
BERCHTOLD 1999). Uber diese Faktoren lasst sich eventuell auch die langere
durchschnittliche Verzogerungszeit in der Versuchsgruppe mit niedrigem Anteil
tauglicher Embryonen erklaren, wobei die Differenz zu den Betrieben mit guter

Embryonenausbeute statistisch nicht zu belegen war (p > 0,05).

Die Effizienz der Besamungen in den ET-Betrieben wurde anhand der
Erstbesamungserfolge und der Trachtigkeitsindizes bewertet. Durchschnittlich hatten
Betriebe mit geringer Embryonenausbeute schlechtere Besamungserfolge als
Betriebe mit gutem Spulerfolg, wobei die Differenzen statistisch nicht signifikant
waren (p > 0,05). Die durchschnittlichen Erstbesamungsergebnisse lagen bei 46,5 %
(Gruppe A) bzw. 42,7 % (Gruppe B). Der durchschnittliche Trachtigkeitsindex lag in
Gruppe A bei 1,8, der entsprechende Wert in Gruppe B bei 1,9. Die Ergebnisse
stehen im Einklang mit Untersuchungen von HAHN et al. (1980), die in Herden mit
Non-return-Raten Uber 50 % einen hoheren Anteil an transfertauglichen Embryonen
gewinnen konnten, als in Herden mit Non-return-Raten unter 50 %. Die Mehrheit der
ET-Betriebe beider Versuchsgruppen lag unter den in der Literatur zu findenden
Optimalwerten fur den Besamungserfolg (Erstbesamungserfolg = 55 %;
Trachtigkeitsindex < 1,6). Wichtige Ursachen schlechter Besamungserfolge sind
unter Anderem Mangel in der Brunsterkennung, ein falscher Besamungszeitpunkt,
mangelhafte Besamungstechnik, Fatterungsmangel oder schlechte

Haltungsbedingungen (DE KRUIF et al. 1998). Im Rahmen dieser Untersuchungen
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kommen vor allem die suboptimale Brunstbeobachtung sowie der hohe Anteil Uber-

und unterkonditionierter Kilhe in den ET-Betrieben als Ursachen in Betracht.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Trachtigkeitsraten (TR) in 21-Tage-Intervallen
auf Basis der zur Besamung vorgesehenen Kuhe berechnet (MANSFELD 2003). Die
errechneten  Werte sind dadurch von der Brunstnutzungsrate und dem
Besamungserfolg im jeweiligen Zeitabschnitt abhangig (HEUWIESER et al. 2002).
Die Werte der ersten berechneten Trachtigkeitsrate (6. bis 3. Woche vor dem
jeweiligen Spultermin) lagen in den Versuchsgruppen eng zusammen (Gruppe
A:15,8 % gegenuber 16,8 % in Gruppe B). Die Ergebnisse in den Zeitrdumen 3
Wochen vor und nach dem Spiltermin lagen in Herden der Gruppe A
durchschnittlich um jeweils 4 % Uber den Trachtigkeitsraten in Gruppe B, wobei die
Differenz statistisch nicht abzusichern war (p > 0,05). Fur Betriebe der Gruppe A
(gute Embryonenausbeute) zeigte sich eine kontinuierliche Steigerung der
durchschnittlichen Trachtigkeitsraten Uber die 3 ausgewerteten Zeitraume hinweg
(TR 1: 158 %, TR 2: 17,8 %, TR 3: 22,6 %). In Gruppe B lagen die
Trachtigkeitsraten bei 16,8 % (TR 1), 13,4 % (TR 2) und 18,2 % (TR 3). Die
Ergebnisse  kobnnen Ausdruck einer, im Rahmen der Spender- und
Empfangerauswahl, intensivierten Brunstbeobachtung sein. Steigende
Besamungserfolge in Verbindung mit guter Embryonenausbeute sind eventuell auf
gunstige  Umwelteinflisse  zurickzufihren, die im Zeitraum um die
Embryonengewinnung herum auf die Herde und gleichzeitig das Spendertier
einwirkten. Als kurzfristig veranderliche Faktoren mit Einfluss auf die Fertilitat
kommen vor allem das Klima, die Futterung und der Infektionsdruck durch
genitalpathogene Erreger in Betracht (LOTTHAMMER 1999).

Zur Beurteilung der Herdenfruchtbarkeit ist die Erfassung der Abgangsrate wegen
Unfruchtbarkeit wichtig, da sich viele der Fruchtbarkeitsindizes (z. B.
Verzogerungszeit, Trachtigkeitsindex) nur auf trachtige Tiere beziehen (DE KRUIF et
al. 1998). In den Versuchsgruppen lagen die durchschnittlichen Abgangsraten bei 7,5
% (Gruppe A) und 8,4 % (Gruppe B). Der nur geringflgig groRere Wert (p > 0,05) in
Herden von Spendertieren mit schlechter Embryonenausbeute Ilasst keinen
Zusammenhang der Abgangsraten wegen Unfruchtbarkeit mit den Spulergebnissen

erkennen. Der Anteil an Tieren die mit mehr als 2 erfolglosen Besamungen gemerzt
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werden sollte maximal bei 7 % liegen (DE KRUIF et al. 1998). Von den untersuchten
ET-Betrieben lagen 56 % (n = 28) Uber diesem Wert, was fur eine herabgesetzte

Fruchtbarkeitslage in der Mehrzahl der Herden spricht.

Far die Abortraten im Jahr vor dem Embryotransfer ergab sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Herden aus Gruppe B
hatten mit durchschnittlich 4,7 % Aborten etwas mehr als Betriebe der Gruppe A mit
4,1 %. Auffallig war, dass unter der Annahme einer akzeptablen Abortrate von 8 %
(DE KRUIF et al. 1998) 5 Herden aus Gruppe B (25 %), dagegen nur 3 Betriebe aus
Gruppe A (10 %) ein Problem mit vermehrt auftretenden Aborten hatten (p > 0,05).
Eine Abortrate bis zu 6 % gilt in der Rinderzucht als unvermeidbar. Als Ursachen
gehaufter Fehlgeburten kommen neben nichtinfektiosen Ursachen wie
Chromosomendefekte, Intoxikationen, Traumata, Zwillingstrachtigkeit oder iatrogene
Abortauslésung vor allem Erreger wie BHV- 1 (Bovines Herpesvirus 1), BVD-Virus
(Bovine Virus Diarrhoe), Leptospiren, Salmonellen, Listerien, Chlamydien, Coxiella
burnetii, Mykoplasmen, Neospora caninum oder Pilze (v.a. Aspergillus- und
Mucorarten) als Abortausloser in Frage (GRUNERT u. BERCHTOLD 1999). Da auch
das Spendertier, eventuell klinisch unauffallig, von negativen Umwelteinflissen in
seiner reproduktiven Leistungsfahigkeit beeintrachtigt werden kann, ist bei
gehauftem Auftreten von Aborten eine genaue Abklarung der Ursachen vor einer
Superovulationseinleitung zu empfehlen. So konnte beispielsweise fur subklinische
Infektionen mit BVD-Virus zum Zeitpunkt der Besamung superovulierter Rinder ein
negativer Einfluss auf die Anzahl gewonnener Embryonen gefunden werden (KAFI et
al. 1994; KAFI et al. 1996).

5.6 Einfluss von Chlamydien auf die Embryonenausbeute

Mit Hilfe serologischer und molekularer Nachweismethoden sollte die Bedeutung von
Chlamydien im Rahmen der Embryonengewinnung beim Rind ermittelt werden.
Verschiedene Studien weisen auf die Bedeutung genitaler Chlamydien-Infektionen,
in neueren Untersuchungen vor allem Chlamydophila abortus, im Zusammenhang
mit Fruchtbarkeitsstérungen weiblicher Rinder hin (DE GRAVES et al. 2004;
SIMMERT 1999; STING 1997; WEHREND et al. 2000). Uber Zusammenhange
zwischen dem Infektionsstatus von ET-Spendertieren und der Embryonenausbeute

gibt es bislang keine Untersuchungen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden bei 22 der 50 untersuchten Spender (44 %)
Antikérper gegen Chlamydien nachgewiesen. Vergleichbare serologische
Untersuchungen klinisch gesunder Milchkihe mittels ELISA- Technik zeigen
ebenfalls eine hohe Seropraevalenz von Chlamydien- Antikorpern. Abd EI-Rahim
(2002) konnte bei 19,6 % (n = 240) der zufallig aus 20 verschiedenen norddeutschen
Bestanden untersuchten Kihe  Chlamydien-Antikbrper nachweisen. Bei
epidemiologischen Untersuchungen in Sachsen-Anhalt reagierten 45 % (n = 180) der
Rinderseren positiv im ELISA (PETER et al. 2002). In neueren Untersuchungen, die
mit Hilfe von rekombinanten MOMP- Antigenen speziesspezifische Chlamydien-
Antikérper nachwiesen, konnte bei allen untersuchten, klinisch gesunden Farsen (n =
51) Antikorper detektiert werden (DEGRAVES et al. 2003). In den eigenen
Untersuchungen wurden mittels ELISA-Technik Antikorper gegen das, fur die
Gattungen Chlamydia und Chlamydophila spezifische, LPS-Antigen nachgewiesen.
Es bestand dabei kein Unterschied zwischen dem Anteil seropositiver Spendertiere
in den Versuchsgruppen mit schlechter bzw. guter Embryonenausbeute. Da mit dem
ELISA im Gegensatz zur KBR sowohl 1gG1- als auch 1gG2-Antikorper detektiert
werden, lasst der einmalige Nachweis keine Ruckschlusse auf das Infektionsstadium
zu. Ein positiver Befund kann Ausdruck einer klinisch manifesten Infektion 2 bis 4
Wochen post infectionem sein, oder auch fiur eine klinisch inapparente Infektion
sprechen (SCHMEER 1988). Epidemiologische Vergleichsstudien von KBR und
ELISA in Rinderbestanden Sachsen-Anhalts zeigen einen deutlich héheren Anteil
ELISA-Reagenten, was fiir ein Uberwiegen klinisch inapparenter Infektionen spricht,
bei denen die IgG2-Antikorper dominieren (PETER et al. 2002). Da alle Spenderkuhe
wahrend des jeweiligen ET-Programmes klinisch gesund waren und zuvor
mindestens 2 ungestorte Zyklen zeigten, sind die Ergebnisse der untersuchten Tiere
vermutlich als Ausdruck subklinischer Infektionen zu werten. Die Interpretation
serologisch positiver Resultate hinsichtlich der Fruchtbarkeit bei den ET-Tieren wird
zudem von den immunologischen Kreuzreaktionen zwischen den einzelnen
Chlamydienspezies kompliziert. Vor allem klinisch inapparente Infektionen mit
Chlamydophila pecorum erschweren eine serologische Diagnose genitalpathogener
Chlamydophila abortus (HOLZLE et al. 2002). In Ergéanzung zu den serologischen
Untersuchungen wurde deshalb der direkte Erregernachweis aus der Spulflissigkeit
der Spender mittels Real- Time- PCR geflhrt.
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Die Interpretation der Ergebnisse der PCR-Untersuchungen wird durch die noch
fehlende Standardisierung dieser Methode erschwert. Gegenulber der als Standard
geltenden, aber weniger sensitiven Zellkulturanzichtung fehlt eine ausreichende
Validierung (SACHSE u. GROBMANN 2002). In einer vergleichenden Untersuchung
von PCR mit dem Antigen-ELISA stellten sich die meisten Antigen-Nachweise bei
Rindern in der PCR als falsch-positiv heraus (PETER et al. 2002), was einen
Vergleich der eigenen Ergebnisse mit den Resultaten von Erregernachweisen auf
Basis des ELISA erschwert. In den eigenen Untersuchungen gelang der spezifische
Nachweis von Chlamydophila abortus aus dem Uterus bei 38 % der Spender (n =19).
DE GRAVES et al. (2003) konnten bei klinisch gesunden Farsen mit Hilfe einer
quantitativen omp1-PCR in vaginalen Tupfern bei 22 % der untersuchten Tiere
Chlamydien-DNA nachweisen. Mit der 23S rRNA als Zielsequenz waren 51 % der
getesteten Tiere (n = 51) positiv. Der Anteil der Tiere mit nachweisbarer Chlamydia
psittaci-Infektion lag insgesamt bei 24 %. Die Autoren flihren die hohe
Erregerpraevalenz im Genitale nicht belegter Farsen auf eine schon bei Kalbern
auftretende extragenitale Infektion zuriick. Altere Untersuchungen von Feldproben
zeigten, dass klinisch inapparente Chlamydien-Infektionen bei Rindern regelmafig
anzutreffen sind, und vor allem die Ausscheidung Uber den Kot eine wichtige
Infektionsquelle darstellt (WITTENBRINK et al. 1987; WITTENBRINK et al. 1988;
WITTENBRINK et al. 1993a).

In der Gruppe der guten Spenderkihe war bei 43,3 % der Tiere Chlamydophila
abortus nachzuweisen, gegeniber 30 % in der Gruppe mit schlechter
Embryonenausbeute. Dieser Befund kann eventuell mit der Pathogenese einer
genitalen Chlamydien-Infektion erklart werden. WITTENBRINK et al. (1993a) konnten
bei Rindern durch experimentelle Infektion akute Endometritiden auslosen, die
anschlielend in ein chronisches, subklinisches Stadium Ubergingen. Nach den im
Anschluss vorgenommenen Besamungen zeigten die Tiere verlangerte
Brunstintervalle. Die Autoren interpretierten dies als eine embryonale Mortalitat
aufgrund der histologisch nachweisbaren, atypisch regenerierten Uterusschleimhaut.
De GRAVES et al. (2004) verzeichneten nach experimenteller Reinfektion
seropositiver Rinder keine klinischen Symptome, stellten aber ebenfalls verlangerte
Brunstzyklen nach der Besamung fest. Auch BOWEN et al. (1978b) sahen nach

subklinischer Chlamydien-Infektion der Uterusschleimhaut Probleme fir die
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Implantation der Embryonen. Die Befruchtung scheint demnach durch eine
Chlamydien-Infektion nicht beeinflusst zu werden. Moéglicherweise haben chronische,
entziUndungsbedingte = Veranderungen des Uterus zum  Zeitpunkt der
Embryonengewinnung noch keine negativen Auswirkungen auf die morphologische
Qualitat der Embryonen, da diese erst am Tag 3 bis 4 in den Uterus gelangen, und
bereits an Tag 7 post inseminationem ausgespult werden (NIEMANN u. MEINECKE
1993). Daraus ergibt sich fur weitere Untersuchungen zum Einen die Frage in wie
fern die weitere Entwicklungskompetenz der Embryonen aus Chlamydien-infizierten
Spendern beeitrachtigt ist, zum Anderen waren Untersuchungen des Infektionsstatus

von Empfangertieren interessant.

In der vorliegenden Arbeit waren keine Zusammenhange zwischen Erregernachweis
und Serologie in der Chlamydien-Diagnostik zu erkennen. So waren bei 22 % (n =
11) der untersuchten Tiere trotz nachgewiesenem Erreger im Genitale keine
Antikoérper zu detektieren. Die Ursache hierfur konnte in der Uberwiegend zellularen
und nicht humoralen Immunantwort auf eine Infektion mit den sich intrazellular
vermehrenden Chlamydien liegen (ROTHERMEL et al. 1989). Bei 28 % (n = 11) der
Spender konnten Chlamydien-Antikérper im ELISA nachgewiesen werden, der
Erregernachweis aus dem Uterus verlief jedoch negativ. Der Grund hierflr ist
maoglicherweise eine intermittierende Erregerausscheidung (STORZ et al. 1968).
Auch DE GRAVES et al. (2003) konnten bei seropositiven Rindern nicht regelmafRig

Chlamydien-DNA in den Vaginaltupfern nachweisen.

5.7 Abschlussbetrachtung

FUr die Ovarreaktionen (Zahl der Gelbkorper, Zahl persistierender Follikel am Tag
der Embryogewinnung) der 50 untersuchten superovulierten Spendertiere mit guter
bzw. schlechter Embryonenausbeute konnten statistisch keine Unterschiede
zwischen beiden Gruppen nachgewiesen werden. Der unterschiedliche Anteil
transfertauglicher Embryonen in den beiden Versuchsgruppen kam Uberwiegend
durch eine abweichende Anzahl unbefruchteter Eizellen pro Spulung zustande. Der
Einfluss tierspezifischer Faktoren auf die Embryonenausbeute wurde durch eine
einheitliche Vorauswahl der Spenderkihe anhand Rasse, Paritat und Zyklusstand
weitgehend minimiert. Auch fur das Alter und den klinischen Vorbericht der Tiere

ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Lediglich die
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langere durchschnittliche Rastzeit der Spender mit geringem Anteil tauglicher
Embryonen gab Hinweise auf mdgliche Stérungen der Fertilitat dieser Tiere. Es
erscheint daher sinnvoll, Kiihe mit einer verzogerten biologischen Rastzeit oder
mehreren erfolglosen Besamungen vor der Aufnahme in ein ET-Programm sorgfaltig

zu untersuchen.

Bei dem Vergleich der Herkunftsbetriebe der Spenderkiihe war anhand der Kriterien
Herdengrolle, Haltungsbedingungen und Korperkondition der Kahe,
Herdengesundheit und ET-Erfahrung eine enorme Heterogenitat des
Untersuchungsmaterials festzustellen, eindeutige Einflisse auf die reproduktive
Leistungsfahigkeit der Donorkiihe waren jedoch nicht zu erkennen. Die errechneten
Herdenfruchtbarkeitskennzahlen  Erstbesamungserfolg, Verzogerungszeit und
Abgangsrate wegen Unfruchtbarkeit zeigten ein suboptimales Niveau des
Fertilitatsstatus, wobei dies nicht in Beziehung mit der Fruchtbarkeit der Spendertiere
im ET stand.

Nach den eigenen Untersuchungen sind Infektionen mit Chlamydien unter
Spendertieren weit verbreitet. Eine Erklarung schlechter Spulerfolge konnte durch
den direkten bzw. indirekten Erregernachweis jedoch nicht festgestellt werden.
Vermutlich hat selbst eine genitale Chlamydophila abortus-Infektion zum Zeitpunkt

der Uterusspulung noch keine negativen Auswirkungen auf die Embryonenqualitat.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die zur Embryonengewinnung
ausgewahlten Tiere eine Sonderstellung innerhalb des Fruchtbarkeitsgeschehens
ihrer Herden einnehmen. Zum Einen kann man von einer gesteigerten
Betreuungsintensitat seitens der  Tierhalter, vor  allem hinsichtlich
Brunstbeobachtung, Futterung und Gesundheitsiberwachung der Donoren,
ausgehen. Zum Anderen stehen die Spenderkihe vor und wahrend des ET-
Programmes unter standiger tierarztlicher Kontrolle. Dennoch ist vor allem bei einer
akuten Verschlechterung der Herdenfertilitat eine eingehende Aufklarung maoglicher
Ursachen zu empfehlen, da die Spendertiere auch subklinisch von negativen

Umweltfaktoren belastet sein konnen.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Untersuchungen war es festzustellen, ob die Haltungsumwelt und die
allgemeine Fruchtbarkeitslage im Betrieb Einfluss auf die Embryonenausbeute von
Spenderkuhen haben. Weiterhin sollte die Bedeutung subklinischer Infektionen der
Donorkuhe mit Chlamydien flr das Spulergebnis ermittelt werden. Dazu wurden von
Juni 2003 bis Februar 2004 insgesamt 50 Milchviehbetriebe Nordbayerns untersucht,
die eine Embryonengewinnung durchfuhren lieBen. Berucksichtigt wurden nur
laktierende Spenderkuhe der Rasse Fleckvieh die, gemessen anhand des Anteils
transfertauglicher Embryonen an der Gesamtausbeute von Embryonen und Eizellen,

gute (> 66 %) bzw. schlechte (< 33 %) Spulergebnisse zeigten.

Alle Spender waren zu Beginn der Behandlung Kklinisch und gynakologisch
unauffallig, befanden sich zwischen dem 7. und 13. Zyklustag und hatten ein deutlich
zu palpierendes Corpus luteum. Die Superovulation wurde mit dem FSH-Praparat
Pluset® (Fa. Calier, Spanien) durchgefuhrt. Am Tag der Embryonengewinnung
wurde die Ovarreaktion sonographisch Uberpruft, wobei als minimale

Superovulationsantwort 5 darstellbare Corpora lutea gefordert waren.

In der Gruppe mit guten Spulergebnissen (Gruppe A, n = 30) wurden im Mittel 20,1
Embryonen bzw. Eizellen gewonnen. Der Anteil transfertauglicher Embryonen betrug
durchschnittlich 84,6 %. Die durchschnittlichen Ergebnisse in Gruppe B (n = 20)
waren mit 14,4 Embryonen/Eizellen und 16,7 % tauglichen Embryonen pro Spllung

signifikant schlechter als in Gruppe A (p < 0,05).

Bei der sonographischen Untersuchung am Tag der Embryonengewinnung konnten
in Gruppe A durchschnittlich 17,5 Gelbkoérper, in Gruppe B 15,8 Gelbkérper
diagnostiziert werden (p > 0,05). Die Gesamtzahl der sonographisch diagnostizierten
persistierenden Follikel lag bei Spendertieren mit guter Embryonenausbeute (Gruppe
A) bei durchschnittlich 1,2. Spender mit schlechtem Spulergebnis (Gruppe B) hatten
im Mittel 1,9 persistierende Follikel, wobei die Differenz zwischen den Gruppen nicht
signifikant war (p > 0,05). Tendenziell hatten Kuhe der Gruppe B (50 %) haufiger

Follikel mit mehr als 20 mm Durchmesser als Tiere der Gruppe A (26,7 %).
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Fir den Anteil der Spendertiere mit Schwergeburten sowie fur die Inzidenz
puerperaler und postpuerperaler Erkrankungen konnte zwischen den
Versuchsgruppen kein Unterschied festgestellt werden. Kihe mit einem geringen
Anteil transfertauglicher Embryonen hatten jedoch durchschnittlich eine signifikant
langere Rastzeit bis zur Embryonengewinnung (Gruppe B: 185,5 Tage) als Spender

mit guter Embryonenausbeute (Gruppe A: 127,0 Tage; p < 0,05).

Bei einem Vergleich der Herkunftsbetriebe der Spenderkuhe war fur die Parameter
Bestandsgrofle, Stallsystem, Korperkondition und Gesundheitsstatus der Herden
kein Zusammenhang zur Embryonenausbeute zu erkennen. Fur die Beurteilung der
Herdenfruchtbarkeit wurden folgende Kennzahlen berechnet: Brunsterkennungsrate,
Differenz zwischen Verzogerungszeit und Untergrenze 1.Belegung-
1.Trachtigkeitstag, Zwischenkalbezeit, erwartete Zwischenkalbezeit, Rastzeit,
Verzdgerungszeit, Erstbesamungserfolg, Trachtigkeitsindex, Trachtigkeitsrate,
Abgangsrate wegen Unfruchtbarkeit und Abortrate. Dabei ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Mit Hilfe eines ELISA konnten bei 22 der 50 untersuchten Spender (44 %) Antikdrper
gegen Chlamydien diagnostiziert werden. Mittels PCR gelang der spezifische
Nachweis von Chlamydophila abortus-DNA aus dem Uterus bei 38 % der Spender (n
=19). Ein Einfluss direkt oder indirekt nachgewiesener Chlamydien auf die

Embryonenausbeute wurde nicht festgestellt.

Der unterschiedliche Spulerfolg in den Versuchsgruppen der vorliegenden Studie war
durch Parameter des Betriebs- und Fruchtbarkeitsmanagements nicht hinreichend zu
erklaren. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Spendertiere im ET eine
Sonderstellung in der Herde einnehmen, da ihnen seitens der Tierhalter und der ET-
Fachkrafte eine verstarkte Betreuungsintensitat zu Teil wird. Dennoch ist bei einer
akuten Verschlechterung der Herdenfertilitat eine Aufklarung moglicher Ursachen zu
empfehlen, da die Spendertiere auch subklinisch von negativen Umweltfaktoren

belastet sein kdnnen.

80



7. Summary

Extrinsic factors associated with the variation in the embryo yield of

embryo transfer donor cows

The aim of this study was to evaluate the influence of herd health, fertility and
management conditions on the embryo yield of embryo transfer donor cows.
Furthermore the impact of subclinical Chlamydia-infection on the results of embryo
recovery were investigated. A total of 50 dairy farms in northern Bavaria were
included in this study. Between June 2003 and February 2004 a total of 50 lactating
Simmenthal cows with a high (> 66 %; n = 30) or low (< 33 %; n = 20) percentage of

transferable embryos were selected during routine on-farm embryo transfer.

At the beginning of the superovulation procedure all donor cows had no clinical or
gynecological disorders. Stimulation was started between the 7" and the 13" day of
the estrous cycle when a palpatable corpus luteum was present. The gonadotrophic
hormone used for the stimulation of superovulation was Pluset®. On the day of
embryo recovery the ovarian status was checked by ultrasound. Only cows with a

minimum of 5 corpora lutea were included in this study.

The average embryo yield in the group of cows with good flushing results (group A, n
= 30) was 20.1 embryos or ova and 14.4 in cows with poor results (group B, n = 20;
P > 0.05). The percentage of transferable embryos was 84.6 % and 16.7 % in group
A and B, respectively (P < 0.05).

An average 17.5 and 15.8 corpora lutea in group A and B, respectively, could be
detected by ultrasonography on the day of flushing. The mean number of persisting
follicles diagnosed by ultrasonography was 1.2 (group A) and 1.9 in group B (P >
0.05). More cows in group B (50 %) had follicles with a diameter > 20mm than

animals in group A (26.7 %).

There was no difference between cows of group A and B in respect to calving

problems and the incidence of puerperal and postpueral diseases in the reproductive
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period preceding embryo recovery. However the number of days open was
significantly higher for cows with a reduced embryonic yield (group B: 185.5 days)
than for cows with good flushing results (group A: 127.0 days, P < 0.05)

There was no apparent relationship between embryo yield (groups A and B) and the
following parameters: herd size, housing system, body condition score and the
general health situation of the herd. The following herd fertility parameters were
calculated: Estrous detection rate, the number of days from calving to first
insemination, the number of days from first insemination to conception, calving
interval, prospective calving interval, first service conception rate, the average
number of inseminations per pregnancy, cumulative pregnancy rate, the reproductive
culling rate, and the percentage of cows with abortion. Neither of these parameters
had a significant relationship to the outcome of embryo recovery in terms of

transferable embryos.

Antibodies against Chlamydia could be diagnosed with an ELISA-test in 22 of 50
donors (44 %). In 19 cows (38%) Chlamydia abortus-DNA could be detected by PCR
in uterine flushings. However there was no significant relationship to the percentage

of transferable embryos

The significant difference between groups in the percentage of transferable embryos
could not be attributed to any of the parameters describing farm management and
herd fertility. This result may be explained by the fact that donor cows for ET are
watched more closely by owner, ET-technicians and veterinary surgeons than
ordinary herd mates. In case of an acute herd fertility problem, it is advisable to
investigate possible reasons for this problem, because donor cows may be affected

subclinically from negative factors in their environment.
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