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Zusammenfassung

Wahrend der Zuchtsaison 2001 wurden an zwei privaten Besamungsstationen in orientierenden Versuchen videoendoskopische Inseminationen
bei 178 Oldenburger Warmblutstuten vorgenommen. Unter Verwendung eines Koloskopes, das bis zur Eileitermindung in die Uterushornspitze
ipsilateral zum Ovar mit dem préovulatorischen Follikel eingefihrt wurde, erfolgte die Samenapplikation direkt auf oder in die Néhe der uterinen
Eileiterpapille. Die Versuchsbesamungen erfolgten mit dem Sperma von zwei Hengsten mit bekannter Fertilitét (A, B) und einem Junghengst (C).
Das verdinnte und zentrifugierte Sperma kam innerhalb von 9 Stunden nach der Gewinnung zum Einsatz. Bei Hengst B wurde feilweise auch
unbehandeltes Nativsperma verwendet.

Hengst A (einseitige Orchidektomie nach Torsio festis) erzielte bei Besamungen mit 6, 12 bzw. 80 x 10¢ motilen Spermien 5,9% (1 von 17),17,1%
(7 von 41) bzw. 25,3% (21 von 83) Tréchtigkeiten. Inseminationen mit 6 sowie 12 x 10¢ Spermien erfolgten jeweils in einem Zyklus pro Stute,
Inseminationen mit 80 x 10¢ in insgesamt 146 Zyklen.

Wegen der niedrigen Erfolgsquote bei Hengst A wurde die Spermadosis bei Hengst B auf 100, 150 bzw. 200 x 10¢ und bei Hengst C auf 100 x 10¢
erhdht. Hengst B erzielte bei einer Gesamtzahl von 89 genutzten Zyklen Tréichtigkeiten — in der Reihenfolge der genannten Spermiendosierungen
—bei 13 von 21 (61,9%), 8 von 20 (40,0%) sowie 12 von 20 (60,0%), Hengst C bei 9 von 20 (45,0%) inseminierten Stuten (mit 28 genutzten Zyklen).
Insgesamt fihrten die endoskospischen Besamungen zu 71 Graviditéten entsprechend einer Tréchtigkeitsrate von 39,9%.

Schlusselwérter:  Stute, Insemination, Videoendoskopie, Spermiendosis

Video endoscopic inseminations in broodmares — First results

In a field trial conducted at two commercial A.l. centers during the breeding season 2001, video endoscopic inseminations were performed in 178
broodmares (Oldenburger Warmblood, age 2 to 20 years) by depositing the inseminate directly onto or in the vicinity of the oviductal papilla
ipsilateral to the ovary bearing the ovulatory follicle.

Semen of two stallions of proven fertility (stallions A, B) and one young stallion (C) diluted and centrifuged to prepare small insemination doses
with reduced numbers of spermatozoa was used within 9 hours of collection. In stallion A, hemi-castrated because of unilateral forsio testis four
months ago, inseminations with 6, 12 or 80 x 10¢, respectively, motile spermatozoa resulted in 1/17 /5,9%), 7/41 (17,1%) and 21/83 (25,3%)
respectively, pregnancies. On account of these low conception rates the sperm number was increased performing inseminations with semen of
stallion B (100, 150 and 200 x 10¢ spermatozoa, respectively) and stallion C (100 x 10° spermatozoa) leading to the following pregnancy results:
13/21 (61,9%), 8/20 (40,0%) and 12/20 (60,0%, stallion B) and 9/20 (45,0%, stallion C) based on 89 mare cycles. Altogether 71 of 178 mares
became pregnant (39,9%) during the trial by use of the endoscopic insemination technique.

It is concluded that the videoendoscopic insemination technique can be integrated into the flow of work of a commercial A.l. center. For a further
improvement of this technique a more feasible preparation of the motile spermatozoa leading to high conception rates is required. However,
although a deposition of very low sperm numbers per insemination is possible, care must be taken to exclude permanent subfertile stallions from

the breeding programs.
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Einleitung

Um bei der Stute eine hohe Konzeptionschance zu gewéhrlei-
sten, wird bei der Insemination mit Frischsperma eine Besa-
mungsdosis von 300-500 x 10°¢ vorwéartsbeweglicher Spermi-
en empfohlen (Pickett und Voss 1975; Klug 1993; Sieme et
al. 2007). Diese hohe Spermienzahl scheint bei der konven-
tionellen intrauterinen Samendeponierung erforderlich zu sein,
um im Zuge des rasch einsetzenden uterinen Selektionspro-
zesses die Etablierung eines ausreichenden funktionellen Sper-
mienreservoirs im Isthmus des Eileiters fir die Befruchtung zu
ermoglichen (Scoft et al. 1998). Stark frequentierte Hengste
kénnen aufgrund des biologisch limitierten Spermienaussto-
es den Nachfragen aus der Zichterschaft vielfach nicht ge-
recht werden. Aus veterindrmedizinischer Sicht kommen zu-
dem fransiente funktionelle Beeintréchtigungen der samenbil-
denden Organe als begrenzende Faktoren fir die Nutzung
von Zuchthengsten in Betracht. So fuhren fieberhafte Allge-
meinerkrankungen, die Aufnahme bestimmter Pestizide Gber
die Nahrung und die missbréuchliche Anwendung von Ana-
bolika zu einer voribergehenden Depopulation des Keimepi-
thels und drastischer Verminderung der Spermienzahl und/
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oder des Anteils motiler Spermien im Ejakulat (Amann 1993).
Permanente Verdnderungen der quantitativen und qualitati-
ven Ejakulatparameter, die sich im Anschluss an eine Orchitis
oder Hemikastration manifestieren, stellen weitere, den Ein-
satz von Hengsten limitierende Faktoren dar. Mit der Entwick-
lung der hysteroskopischen Inseminationstechnik, bei der eine
stark reduzierte Spermiendosis (1-10 x 10°) in unmittelbarer
Nahe der endoskopisch dargestellten Eileiterpapille deponiert
wird, bietet sich méglicherweise ein Verfahren an, mit dem die
beschriebenen Engpdsse kompensiert werden kénnen (Man-
ning et al. 1998; Vazquez et al. 1998).

Die hieriber bislang publizierten Arbeiten berichten Gber Er-
gebnisse, die unter experimentellen Bedingungen erzielt wur-
den. In einer eigenen Studie soll geprift werden, ob die Tech-
nik der hysteroskopisch kontrollierten Insemination in den Rou-
tinebetrieb von kommerziell arbeitenden Pferdebesamungssta-
tionen integriert werden kann. Uber die ersten Ergebnisse und
Erfahrungen von orientierenden Versuchen, die wéhrend der
Zuchtsaison 2001 an zwei privaten Besamungsstationen durch-
gefthrt wurden, wird nachstehend berichtet.
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Material und Methode
Stuten

Die von Ende Februar bis August 2001 durchgefihrten Un-
tersuchungen erfolgten an 178 Oldenburger Warmblutstuten
im Alter von 2 bis 20 Jahren. Dabei handelte es sich um
Klientenstuten von zwei privaten Besamungsstationen, die zur
Insemination durch 3 Hengste (Hengst A, Station 1; Hengste
B und C, Station 2) vorgesehen waren. Bei den zufallsmaBig
ausgewdhlten Probandinnen handelte es sich um 60 (34%)
Maiden-, 71 (40%) giste und 47 (26%) Fohlenstuten.

Die Mehrzahl der Stuten wurde wahrend der fir die Besamung
genutzten Zyklen permanent auf den Stationen gehalten, die
anderen wurden wdhrend der Rosseperioden zu den jeweils
festgelegten Untersuchungsterminen zur Station gebracht. Fir
die Versuchsbesamungen wurden ausschlieBlich klinisch ge-
nitalgesunde Stuten mit unbedenklichem mikrobiellen Uterus-
tupferbefund herangezogen. Dabei waren es Uberwiegend Stu-
ten, die erstmalig zur Besamung angemeldet waren, teils aber
auch Stuten, die zuvor bereits — erfolglos — besamt worden
waren. Von den laktierenden Stuten (n = 47) wurden 32
(68,1%) in der Fohlenrosse, die Gbrigen 15 (31,9%) in einer
Folgerosse fir die endoskopische Insemination genutzt.

Auf beiden beteiligten Stationen wurden die Stuten regelmafig
an einem Probierhengst auf Rosseanzeichen geprift. Zu Be-
ginn der Rosse wurde die Follikelentwicklung mit Hilfe der
rektalen Palpation und Sonographie alle 36-72 Stunden vor-
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genommen. Ab einer Follikelgrée von > 3,5 c¢cm erfolgte
eine tdgliche Kontrolle bis zur Feststellung der Ovulation. Der
Inseminationstermin orientierte sich an der FollikelgréBe (> 4
cm) und -konsistenz. Die endoskopisch kontrollierten Insemi-
nationen wurden tdglich wiederholt, sofern die Ovulation zwi-
schenzeitlich nicht erfolgt war.

Die klinische und sonographische Trdchtigkeitskontrolle er-
folgte erstmalig zwischen Tag 16 und 20 post inseminationem.
Stuten, die keine Trdchtigkeitsanzeichen aufwiesen, wurden teil-
weise in weiteren Rossen erneut endoskopisch inseminiert.

Hengste

Wie bereits erwéhnt, erfolgten die endoskopischen Besamun-
gen mit dem Sperma von 3 Hengsten (A, B, C; Oldenburger
Warmblut, Alter 11, 9 bzw. 4 Jahre). Hengst A hatte in der
Vorsaison eine Trachtigkeitsrate von 61,4% (137 Trachtigkei-
ten bei 223 inseminierten Stuten) erzielt. Im Oktober 2000 war
bei ihm wegen einer Torsio testis eine einseitige Orchidectomie
erforderlich geworden. Aufgrund des dadurch bedingten ver-
minderten Spermienausstofies (0,5~ ,5 x 107 Spermien/Ejaku-
lat bei intakter Morphologie) war er fur die Versuchsbesamun-
gen ausgewdhlt worden.

Hengst B mit einer Tréchtigkeitsrate von 81,8% (320/391) in
der Saison 2000 und unauffélligem Spermabefund wurde we-
gen der starken Nachfrage in das Versuchsprogramm aufge-
nommen und diente als Kontrolle.
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Hengst C kam in der Saison 2001 erstmalig zum Zuchteinsatz
und hatte vor Aufnahme in das Versuchsprogramm (Ende April)
bei 4 von 70 besamten Stuten (Uberwiegend Spermaversand)
eine Trachtigkeit erzielt. Die Grinde hierfir lagen offensicht-
lich in einer reduzierten Spermienmotilitat (10-15% Vorwdérts-
beweglichkeit) ungeklarter Atiologie.

Samenaufbereitung

Die mittels konstlicher Vagina am Phantom gewonnenen Eja-
kulate wurden nach Gazefiltration und anschlieBender ma-
kroskopischer und mikroskopischer Bewertung (Volumen, Farbe,
Konsistenz, Motilitét) sowie photometrischer Dichtebestimmung
(SpermaCue, Minitib GmbH, Tiefenbach b. Landshut) mit ei-
nem Magermilch-Glucose-Verdinner im Verhéglinis 1:1 ver-
dinnt und danach fir 10 Minuten bei 870 g (Hengst A) bzw.
1100 g (Hengst B und C) zentrifugiert.

Nach Teilresuspension und ermeuter Konzentrationsbestimmung
(Zahlkammer) wurden bei den 3 Hengsten die in Tabelle 1
aufgefihrten Besamungsdosen prépariert. Bei Hengst B kam
bei 19 (31%) von 61 Inseminationen Nativsperma (ohne Zen-
trifugation) zum Einsatz.

Die Zeitspanne zwischen Samengewinnung und Insemination
betrug 15 Minuten bis 9 Stunden. Bei einer Aufbewahrungs-
daver von > 2 Stunden wurden die Besamungsportionen bei
+5° C gelagert.

Tab. 1: Trachtigkeitsresultate bei Stuten nach endoskopischer Insemi-
nation unter Bericksichtigung der Spermiendosis (vorwértsmotile Sper-
mien).

Pregnancy results for mares after videoendoscopic insemination with

Insemi- | Insemi-
nations- | nations- Stuten Zyklen | Tréchtigkeiten
dosis [ volumen
(x 109) ml n n n %*
Henost 1 ¢ 0,2 17 17 | 1| 59
12 0,4 41 41 7 171
80 1,6 39 (+44)** | 146 21 25,3
gesamt 97 204 29 29,9
Hengst
B 100 10-20 21 35 13 61,9
150 10-20 20 27 8 40,0
200 10-20 20 27 12 60,0
gesamt 61 89 33 54,1
Hengst
c 100 5,0 20 28 9 45,0
Total 178 321 71 39,9

*bezogen auf die Zahl der Stuten
**Stuten, die zuvor mit 6 x 10¢ bzw. 12 x 10 Spermien inseminiert
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Inseminationstechnik

Die hysteroskopisch kontrollierte Samendeponierung im Be-
reich der uterotubalen Verbindung (UTV) erfolgte unter Ver-
wendung eines Koloskopes (Typ GIF-XQ10, Olympus, Ham-
burg; Arbeitslénge 1600 mm, duBBerer Durchmesser 9,4 mm,
Arbeitskanal 2,8 mm) in Verbindung mit einem Kaltlichtgerét
(Typ B) als Lichtquelle und einem CO,-Insufflator (AR-10-901,
beide Gerdte Dr. Fritz-GmbH-Tuttlingen). Nach Reinigung
und Desinfektion des duBleren Genitale wurde das Koloskop
unter manuell kontrollierter Passage von Vagina und Zervix
bis in das Corpus uteri eingefihrt. Nach CO,-Insufflation (50
mm Hg) und Distension des Uterus wurde es unfer videosko-
pischer Kontrolle bis zur Eileiterpapille (ipsilateral zum Ovula-
tionsfollikel) vorgefihrt. Die Applikation der Besamungsdosis
auf die Eileiterpapille erfolgte Gber einen Bronchoskopieka-
theter aus Teflon (Ldnge 2200 mm, Durchmesser 2 mm, Dr.
Fritz GmbH) oder einen Endoskopie-Spilkatheter (Typ V-GPFC
Lénge 2200 mm, Durchmesser 2,6 mm, Cook GmbH, Mén-
chengladbach). Fir das endoskopische Auffinden der Eilei-
terpapille war ein Zeitraum von maximal 5 Minuten erforder-
lich. Es gelang bei allen Inseminationen mit Ausnahme von 3
Stuten, die sich in der Fohlenrosse befanden.

Ergebnisse

Die bei 178 Stuten unter endoskopischer Kontrolle durchge-
fuhrten Inseminationen resultierten in 71 Trdchtigkeiten, ent-
sprechend einer Erfolgsquote von 39,9%. Dieses Ergebnis wur-
de unter Nutzung von 321 Zyklen (Rosseperioden) erzielt. Ta-
belle 1 zeigt die Resultate der einzelnen Hengste unter Berick-
sichtigung der Spermienzahl pro Inseminat (vorwértsmotile
Spermien). Hengst A, dessen Sperma ab Ende Februar einge-
sefzt wurde, erzielte mit einer Spermiendosis von 6 x 10¢ in 17
Zyklen lediglich eine Trachtigkeit (5,9%). Nach Erhéhung der
Dosis auf 12 x 10¢ und 80 x 10¢ Spermien konnte die Tréchtig-
keitsrate auf 17,1% und 25,3% gesteigert werden (Tabelle 1).
Von Hengst B (Einsatz ab Mitte Mérz) kamen aus Sicherheits-
grinden Spermiendosierungen von 100, 150 sowie 200 x 10°
zum Einsatz. Unter Nutzung von 89 Zyklen wurden bei 33 von
61 Stuten Graviditéten (54,1%) erzielt. Ausgehend von diesen
Resultaten kamen von Hengst C (Einsatz ab Ende April) Inse-
minate mit einheitlich 100 x10° Spermien zur Anwendung. Von
20 inseminierten Stuten wurden 9 (45,0%) tragend.

In Tabelle 2 sind die Trachtigkeitsergebnisse pro genutzten Zy-
klus zusammengestellt. Bei den Hengsten B und C sind die
Resultate zwischen 1., 2. und 3. genutzten Rosse bzw. 1. und
2. Rosse weitgehend ausgeglichen. Bei Hengst A, bei dem im
Versuchsverlauf die Spermiendosis erhdht wurde (Tabelle 1),
deutet sich ein damit eingehender Anstieg der Trachtigkeitsra-
te im 2. und 3. genutzten Zyklus an.

Diskussion

Die Etablierung der fur die Befruchtung notwendigen Spermi-
enpopulation im Eileiteristhmus erfolgt bei der Stute zwischen
zwei und vier Stunden nach intrauteriner (Corpus uteri) Sa-
mendeponierung (Bader, 1982; Brinsko et al. 1991; Scott et
al. 1998). Wéhrend dieser initialen, Gberwiegend passiven
Spermientransportphase des Inseminates werden uterine Ab-
wehrmechanismen induziert, die zu einer starken Spermiense-
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lektion und zur massiven Eliminierung von Spermien durch
Phagozytose und Rickfluss via Zervix fohren. Spermienrick-
gewinnungsversuche in vivo ergaben, dass sich vier Stunden
nach einmaliger ovulationsnaher Insemination 70 + 20% der
noch vorhandenen Spermien in der Vagina befanden (Krau-
se, 1980). Im Zuge der uterinen Transport- und Selektionsvor-
génge wird die uterotubale Verbindung (Eileiterpapille) von
selektierten, funktionell kompetenten Spermien besiedelt, die
zur Migration in den Eileiter féhig sind. An Schlachtstuten konnte
gezeigt werden, dass 4 Stunden (vs. 2 und 6 Stunden) nach
der Insemination die héchsten Spermienzahlen (bis zu 128.000)
im Bereich der UTV vorhanden waren (Bader, 1982). Diese
Befunde, ebenso wie spétere Ergebnisse von Scott et al. (1998)
sprechen dafir, dass die UTV eine tempordre Reservoirfunkti-
on fir selektierte Spermien Gbernimmt.

Bei einer endoskopischen Insemination wére demnach dann
mit hdchsten Konzeptionsraten zu rechnen, wenn die Spermi-
en so vorbehandelt werden, dass der physiologische Selekti-
onsprozess nachgeahmt wird. Einen Beleg hierfir scheinen
die exzellenten Ergebnisse von Morris et al. (2000) zu liefern.
Nach einmaliger endoskopischer Insemination von 10, 5 bzw.
1 x 10¢ motilen Spermien wurden Trdchtigkeitsraten von 60,
75 und 64% erzielt. Die Autoren selbst sehen den wichtigsten
Faktor hierfir in der Vorbehandlung der Spermien (Percoll-
Gradienten-Zentrifugation), die einen signifikanten Motilitats-
anstieg (auf 70%) bewirkte und zur Entfernung von Semial-
plasma- und Verdinnerbestandteilen fuhrte.

Die von anderen Arbeitsgruppen (Vazquez et al. 1998; Man-
ning et al. 1998; Squires et al., 2000) erzielten Tréichtigkeits-
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raten von 33%, 22% sowie 40% sind vergleichbar mit den
Resultaten der eigenen Untersuchung (39,9%). Bemerkens-
wert ist, dass in keiner dieser Arbeiten eine Percoll-Gradien-
ten-Zentrifugation des Spermas wie bei Morris et al. (2000)
durchgefihrt wurde. Die eigenen Untersuchungen hatten ori-
entierenden Charakter, wobei zu prifen war, ob die Technik in
den Arbeitsablauf kommerziell arbeitender Besamungsstatio-
nen zu infegrieren ist. Nachdem bei dem zuerst eingesetzten
Hengst (A) trotz hoher Motilitétswerte unerwartet niedrige Tréich-
tigkeitsraten (Tabelle 2) eingetreten waren, wurden — den Zwén-
gen der Praxis folgend, méglichst hohe Befruchtungsziffern zu
erzielen — bei den beiden spdter genutzten Hengsten héhere
Spermiendosierungen (100-200 x 10¢) verwandt, woraus of-
fenbar ein Anstieg der Graviditgtsrate resultierte (54,1% bzw.
45,0%).

Die Technik der endoskopischen Insemination hat sich fir den
Arbeitsablauf von Besamungsstationen als praktikabel erwie-
sen. Wenn es gelingt, eine fir die Praxis kompatible Spermi-
enaufbereitungsmethode zu entwickeln, die akzeptable Kon-
zeptionsraten sichert, kénnte sich die endoskopische Insemi-
nation zu einem effektiven Instrument entwickeln. Dieses wir-
de sich anbieten zur Uberwindung von Spermaengpéssen bei
stark gefragten Hengsten, bei Hengsten mit niedrigem Sper-
maausstof, moglicherweise fir den Einsatz von Gefriersper-
ma sowie bei Stuten, die nach der Insemination zu einer Uber-
steigerten inflammatorischen Uterusreaktion neigen (Squires
et al., 2000). Kritisch zu bewerten sind Hinweise von anderer
Seite, die endoskopische Besamung zur Nutzung von subfer-
tilen Hengsten zu verwenden. Vertretbar scheint dies nur in
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Tab. 2: Trachtigkeitsresultate pro genutzten Zyklus nach endosko-pischer
Insemination (ohne Beriicksichtigung der Spermiendosierung)

Pregnancy results per used cycle after videoendoscopic insemination
regardless of insemination doses

Zyklus Stuten Tréachtigkeiten
n n %*
Hengst A 1 97 12 12,4
2 62 12 19,4
3 28 4 14,3
4 12 1 8,3
5 3 0 0,0
6 2 0 0,0
204 (Zyklen) 29 29,9
Hengst B 1 61 24 39,3
2 20 6 30,0
3 8 3 37,5
89 (Zyklen) 33 54,1
Hengst C 1 20 6 30,0
2 8 3 37,5
28 (Zyklen) 9 45,0

*bezogen auf die Zahl der Stuten

solchen Fdllen, wo es sich zweifelsfrei um erworbene, nicht
jedoch um genetisch bedingte Fertiltitétsméngel handelt.

Es ist geplant, die eigenen Untersuchungen in der Zuchtsai-
son 2002 fortzusetzen. Eine umfassende Auswertung der bis-
herigen und zukinftigen Ergebnisse erfolgt in einem Disserta-
tionsvorhaben (N. Ismer).
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