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1 Einleitung 

 

Zur Wollgewinnung und als Freizeittier gewinnen Alpakas in der Bundesrepublik an 

Bedeutung und es wird die Zucht qualitativ hochwertiger Tiere angestrebt. Um einen 

entsprechenden Zuchtfortschritt zu bewirken, wird bei der Selektion auf Körperbau, 

Faser, Gesundheit und züchterische Qualität der Tiere geachtet. Aufgrund der ökono-

mischen Bedeutung einzelner Vatertiere, tierschutzrechtlicher Aspekte bei Trans- 

porten und Krankheitsverbreitung steigt die Nachfrage nach Reproduktions- 

technologien. 

Die Besamung gewinnt im Zuge der selektiven Verpaarung zunehmend an Bedeutung. 

Die Erfolgsraten dieser Methode bei Alpakas sind im Vergleich zu anderen Haustier-

arten mäßig (Abraham et al. 2017; Morton et al. 2007; Terreros et al. 2015). Dies ist 

unter anderem darin begründet, dass keine optimierten und zuverlässigen Protokolle 

zur Kryokonservierung von Alpakasperma bis dato vorliegen (Terreros et al. 2015; 

Santiani et al. 2005). 

Die Kryokonservierung von Sperma stellt die älteste etablierte Methode zur Keimzell-

Aufbewahrung dar, die seit über 50 Jahren bei Nutztieren eingesetzt wird 

(Choez et al. 2017; Gómez-Quispe et al. 2016a; Gomez-Quispe et al. 2016b; Kershaw-

Young und Maxwell 2012; Durand et al. 2016; Kershaw-Young und Maxwell 2011; 

Morton et al. 2007; Morton et al. 2010b; Morton et al. 2010a; Meza et al. 2018; Mamani-

Mango et al. 2019; Santiani et al. 2016; Terreros et al. 2015; Vasquéz et al. 2012). Der 

Vorteil von Samenzellen ist, dass sie zahlreich vorliegen und einfacher zu gewinnen 

sind als Eizellen (Morrell und Mayer 2017). Im Laufe der Jahre haben sich daher bei 

schätzungsweise 300 Spezies Protokolle zur Kryokonservierung von Spermien etab-

liert (Morrell und Mayer 2017). 

 

Das Tiefgefrieren von Alpakasperma ist noch keine gängige Praxis. Die Gründe hierfür 

sind vielfältig (Choez et al. 2014; Bravo et al. 2000a). Einerseits ist die Gewinnung von 

Alpakasperma post ejaculationem mithilfe eines sog. Mannequins und einer künstli-

chen Vagina zeitintensiv und erfordert entsprechende Ausrüstung. Zum anderen hat 

ejakuliertes Alpakasperma eine ausgesprochen zähflüssige Konsistenz, was die wei-

tere Verarbeitung erschwert. Ferner hat nicht jedes gewonnene Ejakulat ausreichende 

Qualität um konserviert oder zur Besamung eingesetzt zu werden. Aufgrund zu gerin-

ger Konzentration und Motilität der Spermien kann es unter anderem dazu kommen, 
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dass entsprechende Proben und Spendertiere bei Untersuchungen aussortiert werden 

(Durand et al. 2016; Flores et al. 2002; Gómez-Quispe et al. 2016a). Alle bisherigen 

Versuche der Kryokonservierung führten zu minderer Samenqualität, da Alpaka- 

sperma stark unter den Einfrier- und Auftauvorgängen leidet (Morton et al. 2010b;  

Santiani et al. 2005). 

Eine Alternative stellt die Kryokonservierung von Nebenhodensperma dar. Das 

Sperma kann dabei post castrationem, aber auch post mortem gewonnen werden. 

Besonders interessant ist diese Gewinnungsmethode daher zur Erhaltung wertvollen 

genetischen Materials von nicht deckfähigen oder verstorbenen Vatertieren. 

Ziel dieser Arbeit war es, folgende Fragen zu beantworten: 

 

- Lässt sich Sperma aus dem Nebenhoden des Alpakas durch Anschneiden  

gewinnen? 

- Lässt sich ein Protokoll zur Kryokonservierung von Nebenhodensperma etablieren? 

- Wie werden Nebenhodenspermien durch Gefrier- und Auftauvorgänge beeinflusst?
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2 Literaturübersicht 

 

2.1 Spermagewinnung beim Alpaka 

Das Paarungsverhalten der Alpakas weist einige Besonderheiten auf, was die Samen-

gewinnung im Vergleich zu anderen Haussäugetierarten erschwert. Alpakahengste er-

reichen mit erst 30 bis 36 Monaten die Zuchtreife, wenn die Verwachsungen von Penis 

und Präputium vollständig gelöst sind (Knauf et al. 2008). Das Lösen der Verwachsun-

gen beginnt im Alter von ca. 13 bis 15 Monaten und geht mit Anstieg des Plasmates-

tosteronspiegels der Tiere einher (Bravo et al. 2000a; Tibary et al. 2005). Andere Quel-

len räumen ein, dass die Spermaproduktion bereits im Alter von  

10 bis 12 Monaten einsetzen kann (Smith et al. 1994), eine vollständige Reife aber 

erst mit fünf Jahren erreicht wird (Stelletta et al. 2011). 

In unseren Breitengraden zeigen Neuweltcameliden zu jeder Jahreszeit sexuelle Akti-

vität und gebären somit auch das gesamte Jahr über (Smith et al. 1994; Abraham et 

al. 2017). Dagegen zeigt sich in Südamerika eine Saisonalität von November (Früh-

jahr) bis Mai (Herbst) (Flores et al. 2002). Bis dato ungeklärt ist, ob diese Saisonalität 

auf das Nahrungsangebot oder die klimatischen Verhältnisse zurückzuführen ist  

(Abraham et al. 2017). Das traditionelle Zuchtmanagment basiert auf der optimalen 

Nutzung der saisonal variierenden Umweltbedingungen. Interessanterweise sind Al-

pakas in Südamerika, die nach Geschlechtern getrennt gehalten und nur unregelmä-

ßig zur Paarung zusammengeführt werden, auch das ganze Jahr über sexuell aktiv 

(Flores et al. 2002). Generell sinkt ca. zwei Wochen nach der Einführung eines Hengs-

tes in eine Herde rezeptiver Stuten die sexuelle Aktivität enorm (Smith et al. 1994). 

 

Das Paarungsverhalten der Alpakas lässt sich in Balz- und Kopulationsphase untertei-

len. Nachdem der Hengst die Stute gejagt oder durch mehrmaliges Aufreiten zum  

Niederlegen in Brust-Bauch-Lage gebracht hat, beginnt die Kopulation. Dabei liegt das 

männliche Tier mit erhobenem Kopf und Rumpf auf der Stute, sodass seine Ellbogen 

über ihren Schultern platziert sind und seine Hinterbeine flach auf dem Boden liegen 

(Novoa 1970). Auf die Suchbewegungen des erigierten Penis folgt die sog. Intromissio, 

wobei die Hengste mit Ohrenzittern, Schwanzschlagen, Blähen der Nüstern und v.a. 

Vokalisation ihre Erregung zum Ausdruck bringen (Novoa 1970). Die Paarungsdauer 

variiert zwischen 3 und 65 Minuten, wobei die Durchschnittsdauer 20 Minuten beträgt 
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(Knauf et al. 2008). Diese Zeitspanne ist abhängig von Rasse, Alter der Tiere, Jahres-

zeit und Anzahl der täglichen Paarungen pro Hengst (Tibary und Vaughan 2006).  

Zusätzlich spielt die Herdenzusammensetzung eine wichtige Rolle. So ist die durch-

schnittliche Kopulationsdauer in Herden mit mehreren Hengsten wesentlich kürzer, da 

die Gefährdung durch Angriffe anderer Vatertiere für das männliche Tier hier während 

des Paarungsaktes erhöht ist (Smith et al. 1994). Trächtigkeitsrate und Länge der  

Paarung korrelieren nicht (Tibary und Vaughan 2006). 

Während der Kopulation kommt es zu ca. 40 Kontraktionen der Urethra, die über die 

gesamte Dauer gleichmäßig verteilt sind (Bravo et al. 2002). Bei mehrmaligen Ejaku-

lationen wird tropfenweise Sekret abgegeben. Der Samen wird tief intrauterin, in  

beiden Gebärmutterhörnern, deponiert (Morton et al. 2008e). Die multiplen Ejakulatio-

nen wirken sich auch auf einige Spermaparameter aus. So nimmt die Spermiendichte 

mit zunehmender Kopulationsdauer ab, hingegen werden Beweglichkeit, Anteil  

lebender Spermien und der Anteil morphologisch veränderter Spermatozoen nicht  

signifikant beeinflusst (Bravo et al. 1997b). 

 

2.1.1 Gewinnung post ejaculationem 

Die Gewinnung von ejakuliertem Alpakasperma ist schwierig, aufgrund des Paarungs-

verhaltens der Alpakas in liegender Position mit langer Paarungsdauer, der intrauteri-

nen Deponierung und der viskösen Konsistenz des Samens (Morton et al. 2010a; 

Adams et al. 2009). Deshalb wurden im Laufe der Zeit verschiedene Methoden hierzu 

erprobt. 

 

Mithilfe intravaginaler Kondome und Schwämme konnte kein Sperma in befriedigender 

Menge und Qualität gewonnen werden (San-Martin et al. 1968). Diese Hilfsmittel be-

einflussten negativ die Kopulationsdauer, das Verhalten der Hengste und die Qualität 

des Spermas (Morton et al. 2008a). Bei Aspiration des Ejakulates aus der Vagina nach 

der Paarung weist das gewonnene Material oft Verunreinigungen mit Urin, Blut und 

Zellen auf. Zudem befindet sich der größte Teil des Samens im Uterus, weshalb diese 

vaginal gewonnene Portion nicht als repräsentativ für die gesamte Probe angesehen 

werden kann (Morton et al. 2008a). In der Literatur liegen des Weiteren Messwerte von 

Sperma aus Elektroejakulation vor (Rodriguez et al. 2014). Im Vergleich mit Ejakulat 

anderer Gewinnungsmethoden war das Sperma hier qualitativ minderwertig, von er-

niedrigter Spermienzahl und wies Verunreinigungen durch Urin auf  
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(Lichtenwalner et al. 1996). Überdies ist die Elektroejakulation tierschutzrechtlich be-

denklich, da eine Sedation oder Narkose zur Analgesie vonnöten ist  

(Morton et al. 2010a). Das Anlegen einer Fistel in Urethra oder Samenstrang zur Sper-

magewinnung ist aufgrund des Narkose- und Operationsrisikos kritisch zu beurteilen. 

 

Die am weitesten verbreitete Methode ist die Nutzung einer künstlichen Vagina (KV) 

zur Samengewinnung post ejaculationem. In den vergangenen Jahren wurden daher 

viele Modifikationen zur Optimierung dieser Vorgehensweise entwickelt. Das mithilfe 

der KV gewonnene Ejakulat entspricht in Zusammensetzung und Qualität am ehesten 

dem im natürlichen Deckakt ejakulierten Sekret (Vaughan et al. 2003c). Als Komplika-

tion traten bei Untersuchungen zur Kryokonservierung von ejakuliertem Lamasperma 

Verunreinigungen mit Urin auf (Aller et al. 2003). Die Kontamination war zum Teil (bei 

9 von 90 Absamversuchen) eine Ursache für die Unbrauchbarkeit von Proben  

(Aller et al. 2003). Vorteilhaft bei Benutzung der KV ist, dass bei dieser Methode auch 

Libido, Sexualverhalten und Kopulationsdauer beurteilt werden können  

(Morton et al. 2010a; Morton et al. 2008a). Diese drei Aspekte können umgekehrt auch 

Probleme bei der Probensammlung bedingen. Bei Aller et al. (2003) stellten sich feh-

lende Libido (14 von 90 Versuchen) und in fünf Fällen unvollständige Teilejakulationen 

als Problem der Samengewinnung dar. Aus diesem Grund konnten bei 90 Absam- 

versuchen nur 62 verwertbare Proben gewonnen werden (Aller et al. 2003). 

Die KV kann zusammen mit einer aufnahmefähigen Stute, in einem Dummy oder in 

einem Surrogat hinter einer Stute in Brust-Bauch-Lage eingesetzt werden. Es wurden 

bereits künstliche Vaginen aus unterschiedlichen Materialien eingesetzt. Zudem  

wurden Modelle ohne und mit Imitation der Cervix durch Einengung des Lumens er-

probt. Das manuelle Absamen von Lamas in eine KV erwies sich als nicht praktikabel 

(Lichtenwalner et al. 1996). In der Anwesenheit eines rezeptiven weiblichen Tieres ist 

es hingegen möglich den Penis des aufgerittenen Hengstes manuell in die KV zu len-

ken und so das Ejakulat aufzufangen (Adams et al. 2009). Beim Lama ist die Anwen-

dung der KV in einem Surrogat beschrieben, vor dem sich wiederum eine empfängli-

che Stute befand (Lichtenwalner et al. 1996). Die Platzierung der Tiere und des  

Surrogats auf einem geschlossenen Podest ermöglichte jederzeit Zugang zur KV. So 

war die Fraktionierung des Ejakulates durch Wechsel der Auffanggefäße während des 

Absamens möglich und durch permanenten Austausch des Wassers der KV wurde 

deren Temperatur und Druck über die gesamte Kopulationsdauer konstant gehalten. 
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Die am häufigsten angewandte und praktikablere Methode, stellt die Verwendung  

einer Imitation der Stute dar. Der eingesetzte Dummy besteht aus einem Holzrahmen 

in Form eines in Brust-Bauch-Lage liegenden Alpakas, der mit Fell bespannt ist. Eine 

Aussparung in der Rückseite bietet Zugang zur KV, die unter dem Dummy positioniert 

wird. Ergänzend kann noch ein Wärmekissen eine physiologische Körpertemperatur 

des Dummys simulieren. Die Absamung des Hengstes kann in natürlicher Körperhal-

tung erfolgen (Lichtenwalner et al. 1996; Garnica et al. 1993). Essentiell ist die initiale 

Gewöhnung des Hengstes an die KV und das Trainieren des Absamens an dieser. 

Neben paarungswilligen Stuten dienen auch kopulierende Artgenossen in unmittelba-

rer Nähe der Stimulation des Hengstes (Adams et al. 2009). Diese Stimuli sind nicht 

nur beim Absamen an Stuten, sondern auch in Kombination mit Dummys und  

Surrogaten bedeutsam (Garnica et al. 1993; Lichtenwalner et al. 1996). 

Die beim Alpaka benutzte KV gleicht den bei Schafen eingesetzten Modellen. Ein 

Rohr, zumeist aus PVC, von ca. 30 bis 50 cm Länge und ca. 5 bis 7 cm Durchmesser 

wird mit einem Schlauch aus Latex oder Silikon ausgekleidet. An einem Ende schließt 

sich ein Sammelgefäß an, so dass dieser Übergang konisch zuläuft (Morton et al. 

2008a). Zur bestmöglichen Imitation der natürlichen Vagina wird die KV erwärmt. 

Hierzu kann warmes Wasser in die KV gefüllt werden, wobei sich in der Literatur Emp-

fehlungen von 40 °C (Baer und Hellemann 1999), 60 °C (Morton et al. 2008a), 45 °C 

(Garnica et al. 1993), 48 bis 52 °C (Vaughan et al. 2003a) und 37 bis 39 °C beim Lama 

(Schwalm 2006) finden. Durch zusätzliche Isolierung der KV kann der Wärmeverlust 

des Wassers auf ein Minimum reduziert werden (Morton et al. 2008a). Eine  

andere Möglichkeit stellt die Verwendung eines Heizkissens dar, das die KV umhüllt 

und somit ebenfalls für konstante Temperaturen sorgt (Morton et al. 2010a; Adams et 

al. 2009). 

 

Es finden sich widersprüchliche Angaben und Ergebnisse in der Literatur über die 

Nachahmung der Cervix und die daraus resultierenden Auswirkungen. So beschreiben 

Bravo et al. (1997a) den erfolgreichen Einsatz einer künstlichen Cervix. Im Gegensatz 

dazu wurde vom Abbruch der Kopulation und ausbleibender Ejakulation bei deren  

Einsatz berichtet (Morton et al. 2008a). 

Zudem wurden verschiedene Auffanggefäße erprobt. Neben Glasbehältnissen für die 

Ejakulatgewinnung bei Kamelen, kamen auch Kunststoffröhrchen verschiedener  

Größen zum Einsatz. Diese befanden sich in einem wassergefüllten Behälter, der das 
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Gefäß dauerhaft auf ca. 35 bis 37 °C erwärmte. Im Vergleich wiesen die Alpakasper-

mien im Glasgefäß weniger pathomorphologische Veränderungen auf (Morton et al. 

2008a). Das Samenauffangbehältnis wurde trocken oder bereits mit Verdünner befüllt 

verwendet, wobei Verdünner mit und ohne Katalasezusatz zum Einsatz kamen (Mor-

ton et al. 2010a). Hierbei hatte sich TRIS-Puffer als Medium bewährt, da es die Visko-

sität reduzierte und die Spermaqualität verbesserte (Morton et al. 2010a). Typischer-

weise ist das mit der KV gewonnene Ejakulat größtenteils schaumig  

(Aller et al. 2003), was auf die Bewegungen des Penis in der KV zurückzuführen ist. 

Die Anwesenheit weiblicher Tiere wirkte sich nicht auf Kopulationsdauer und  

Spermaparameter aus (Morton et al. 2010a). 

 

2.1.2 Gewinnung prae ejaculationem 

Zur Gewinnung von Nebenhodensperma können die bei Kastration oder Schlachtung 

männlicher Tiere entfernten Hoden mit Nebenhoden verwendet werden. Dies ist öko-

nomisch und hinsichtlich tierschutzrechtlicher Aspekte interessant, da die als „Abfall-

produkte“ anfallenden Organe verwertet werden können. 

 

Es finden sich Angaben in der Literatur über den Transport in PBS getränkten Ga-

zetupfern und unter permanenter Kühlung auf ca. 4 °C (Abraham et al. 2016; Kershaw-

Young und Maxwell 2011; Morton et al. 2007; Morton et al. 2010a; Morton et al. 2010b; 

Vasquéz et al. 2012), sowie in Kochsalzlösung (0,9 %) bei 5 °C (Choez et al. 2017). 

Bei einer Untersuchung erfolgte der Transport ins Labor über 3 Stunden bei  

25 bis 30 °C (Mamani-Mango et al. 2019). Zum Teil blieben Angaben über die Bedin-

gungen des Transportes aus (Terreros et al. 2015). 

 

Am Verarbeitungsort angelangt, präparierten Morton et al.; Morton et al. (2010a; 2007) 

und Kershaw-Young und Maxwell (2011) initial stets die Nebenhoden frei und reinigten 

diese. Teilweise wurden oberflächliche Blutgefäße punktiert und das abgelassene Blut 

entfernt (Morton et al. 2010b). Zum Ausschwimmenlassen der Spermien wurden die 

Nebenhoden mit einer Skalpellklinge in feine Stücke zerkleinert. Die Nebenhodenstü-

cke wurden in 4 ml eines geeigneten Mediums verbracht, um die Spermien, z. B. in 

einer Petrischale, ausschwimmen zu lassen. Zu diesem Zweck kamen bereits  

Androhep® (Morton et al. 2010a; Morton et al. 2007) und PBS-BSA  

(Kershaw-Young und Maxwell 2011) zum Einsatz. Die Organteile wurden hierzu  
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30 Minuten in der jeweiligen Flüssigkeit bei 37 °C belassen. Ein sich anschließender 

Zentrifugationsschritt bei 300 g führte zur Sedimentation der Spermien, welche dann 

in einem geringeren Volumen des jeweils verwendeten Verdünners resuspendiert wur-

den um damit weiter zu arbeiten. 

In peruanischen Arbeiten finden sich analoge Vorgehensweisen (Choez et al. 2014; 

Terreros et al. 2015). 2,50 ml (Terreros et al. 2015) bzw. 4 ml (Choez et al. 2014) eines 

Verdünners aus Magermilch, Eigelb und Fruktose wurden zum Ausschwimmenlassen 

der Spermien eingesetzt und weiter verarbeitet. Letztgenannter Arbeitsschritt wurde 

bei Terreros et al. (2015) bei 37 °C über 5 Minuten ausgeführt. Dem entgegen betrug 

die Temperatur in der zweiten peruanischen Studie 35 °C und es wurden keine Zeit-

angaben gemacht (Choez et al. 2014). 

 

Abraham et al. (2017) gewannen von kastrierten und verstorbenen Tieren Nebenho-

den mit Hoden und Skrotum. Die Organe wurden in Tüten verpackt ins Labor ver-

bracht. Dies erfolgte bei den Nebenhoden aus Kastrationen bei 4 °C und unter Zusatz 

von PBS-Puffer, wobei der Transport zum Labor 24 bis 48 Stunden dauerte. Bei den 

Nebenhoden der verstorbenen Tiere wurden keine Angaben zu den Bedingungen des 

Transports gemacht. Im Labor erfolgte die Vermessung der Hoden und anschließend 

die Präparation und Zerkleinerung des Nebenhodenschwanzes in vier bis fünf Teile. 

Die Nebenhodenstücke wurden in eine Petrischale mit jeweils 1 ml vorerwärmtem Ver-

dünner gegeben. Bei den Nebenhoden post castrationem wurden AndroMed® und 

INRA96®, und bei den Nebenhoden der verstorbenen Tiere PBS-Puffer eingesetzt. Es 

folgte eine Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 über 10 Minuten. Das Vorhandensein 

von Spermien wurde im Phasenkontrastmikroskop mittels 20er und 40er Objektiv be-

urteilt. 

Mamani-Mango et al. (2019) bestimmten initial Gewicht, Länge und Umfang von  

Alpakahoden nach Schlachtung. Die Spermagewinnung erfolgte mittels retrograder 

Spülung des Ductus deferens mitsamt Nebenhodenschwanzes und durch Zerkleinern 

der Nebenhoden (Mamani-Mango et al. 2019). Zur Spermagewinnung wurde jeweils  

1 ml Tris-Eigelb- oder Bioxcell®-Verdünner eingesetzt. Es wurden keine Angaben zur 

Dauer des Ausschwimmenlassens nach Zerkleinern der Nebenhoden gemacht.  

 

In südamerikanischen Studien wurden Proben aus dem Vas deferens gewonnen  

(Durand et al. 2016; Gómez-Quispe et al. 2016a; Meza et al. 2018; Pacheco et al. 
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2017; Pacheco-Curie et al. 2014). Unter allgemeiner und lokaler Anästhesie wurden 

die Samenleiter dabei subkutan umgelenkt. An der Innenseite der Oberschenkel wur-

den die Samenleiter an der Haut fixiert und Fisteln angelegt, um die Probenentnahme 

zu ermöglichen. Meist wurde dazu die Haut über dem Penis auf  

ca. 4 cm Länge eröffnet und lateral davon ausgehend die Samenleiter präpariert 

(Pacheco-Curie et al. 2014; Gómez-Quispe et al. 2016a; Durand et al. 2016).  

Meza et al. (2018) setzten kleine laterale Schnitte am Skrotum zur Darstellung und 

Präparation der Samenleiter. Die geschaffenen Fistelöffnungen wurden postoperativ 

(Meza et al. 2018) und vor Probengewinn gereinigt (Gómez-Quispe et al. 2016a). 

Durch manuelle Massage der Samenleiter wurde der Transport der Spermien in Rich-

tung Fistel herbeigeführt. Traten erste Tropfen aus der Fistel aus, wurden die Proben 

abgesaugt. Meza et al. (2018) nutzten hierzu eine auf 37 °C vorgewärmte Spritze und 

überführten das gewonnene Material unverzüglich in 0,40 ml TRIS-Verdünner (37 °C). 

Bei den restlichen genannten Quellen erfolgte das Absaugen analog zu  

Perez et al. (2014) mit Tuberkulinspritzen, die 0,50 ml des jeweiligen Verdünners ent-

hielten. 

 

In der Humanmedizin sind verschiedene chirurgische Methoden zur Samengewinnung 

etabliert, die ohne Entfernung von Hoden und Nebenhoden auskommen  

(Cha et al. 1997). So gibt es die Mikroepididymale Spermien Aspiration (MESA), bei 

der nach Eröffnung des Skrotums und Präparation des Nebenhodens mithilfe eines 

Operationsmikroskopes der Ductus epididymis eröffnet und die darin enthaltene Flüs-

sigkeit gewonnen wird (Cha et al. 1997). Alternativ kann eine Perkutane Spermien As-

piration (PESA) durchgeführt werden, bei der blind Inhalt aus dem Nebenhoden aspi-

riert wird, wobei eine mehrmalige Punktion von Nöten sein kann (Meniru et al. 1998). 

Bei der sogenannten modified PESA wird durch Eröffnung des Skrotums vor der Punk-

tion des Nebenhodens ein Operationsfeld geschaffen (Cha et al. 1997). Die derart ge-

wonnene Nebenhodenflüssigkeit wird mit einer verdünnergefüllten Spritze gesammelt 

und nach einmaligem Waschen im gleichen Medium resuspendiert. 

Des Weiteren besteht die Möglichkeit der Gewinnung testikulären Samens. Hier gibt 

es neben der Punktion des Hodengewebes ohne Sichtkontrolle die Möglichkeit der 

Biopsie. Die Entnahme der Biopsie kann blind erfolgen, dann wird das angewandte 

Verfahren TESE (testicular sperm extraction) genannt. Die Hodenbiopsie kann auch 

unter Sichtkontrolle eines Operationsmikroskopes erfolgen (m-TESE: 
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 microdissection-TESE), bei der die Gewebsentnahme aus unterschiedlichen Lokali-

sationen nach vorheriger Eröffnung des Skrotums und der Tunica albuginea erfolgt 

(Karacan et al. 2014). Das gewonnene Gewebe wird mit dem Skalpell zerkleinert, eine 

kleine Menge Medium zugegeben und anschließend schwimmen die Spermien aus. 

Bei den beschriebenen Methoden kann es bei den Patienten zu Entzündungsreaktio-

nen und Hämatombildung an Hoden und Nebenhoden kommen, wobei die Verfahren 

unter Sichtkontrolle den Vorteil der Möglichkeit der Blutstillung intra operationem  

bieten. 

 

Das Sperma von Patienten mit obstruktiver und nichtobstruktiver Azoospermie war von 

schlechter Qualität, Quantität und Motilität (Cha et al. 1997). In Kombination mit Intra-

zytoplasmatischer Spermieninjektion (ICSI) erzielte der gewonnene Samen dieser  

Patienten dennoch gute Befruchtungsraten (Cha et al. 1997; Karacan et al. 2014). 

Beim Nebenhodensperma bestand zudem keinerlei Unterschied in den Befruchtungs-

raten zwischen kryokonserviertem und frisch verarbeitetem Material (Cha et al. 1997). 

Generell wird die Gewinnung von Nebenhodensperma bei obstruktiver Azoospermie 

empfohlen, PESA insbesondere bei Obstruktionen caudal des Nebenhodens und 

MESA bei irreparablen Verlegungen im Bereich des Nebenhodens (Lin et al. 2000). 

Bei nicht obstruktiver Azoospermie ist die Spermiengewinnung aus dem Hoden, v. a. 

das Verfahren der m-TESE, sehr effektiv (Karacan et al. 2014). 

 
2.2 Konfektionierung Alpakasperma 

Das Hauptproblem der Konfektionierung von Alpakasperma besteht in der vergleichs-

weisen geringen Dichte des Ausgangsmaterials. So können pro Vatertier und Zeitein-

heit nur wenige Besamungsportionen gewonnen werden, was die KB beim Alpaka der-

zeit unökonomisch macht (Gauly 2011). Aus diesem Grund findet die KB bei den Neu-

weltcameliden nur vereinzelt Einsatz und ist kein Standard in der Zucht wie bei ande-

ren Haustierarten. Zur Flüssig- und Kryokonservierung von Neuweltcamelidensamen 

wurden bisher v. a. Verdünner eingesetzt, die sich bei der Konservierung von Bullen- 

und Schafbocksamen bewährt hatten. 

 

Hauptunterschied in der Verarbeitung ist die enorme Zähflüssigkeit ejakulierten Alpa-

kaspermas im Vergleich zu epididymalem Samen. Bis dato liegt kein eindeutiger Be-

weis für die Ursache der viskösen Natur von Camelidensamen vor  
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(El-Bahrawy et al. 2017). Mucopolysaccharide im Seminalplasma, welches der Haupt-

bestandteil des Ejakulates ist (Garnica et al. 1993), wurden in den vorliegenden Quel-

len übereinstimmend als Verursacher der Konsistenz vermutet (Garnica et al. 1993; 

El-Bahrawy et al. 2017). Stand das Ejakulat bei 37 °C, kam es durchschnittlich inner-

halb von 24 Stunden zur Verflüssigung. In der Literatur wurden Varianzen dieser Zeit-

dauer von 8 bis 48 Stunden angegeben (Tibary und Vaughan 2006). Bei Zimmertem-

peratur benötigte die Liquefikation beim Alpaka 24 bis 48 Stunden  

(Trasorras et al. 2017). Trasorras et al. (2017) werteten dies als zu lange für die weitere 

Nutzung des verflüssigten Spermas. Einige Quellen erwähnten das teilweise Ausblei-

ben der Liquefikation (Trasorras et al. 2017; Carretero et al. 2015). 

Mechanisch wurde versucht die Verflüssigung durch pipettieren (Morton et al. 2008c) 

und zentrifugieren (El-Bahrawy et al. 2017) zu beschleunigen. Hochleistungs-Nieder-

frequenz-Ultraschall kam bei den jüngsten vielversprechenden Versuchen zur Liquefi-

kation von Camelidensamen zum Einsatz (El-Bahrawy et al. 2017). Des Weiteren kann 

durch Zusatz von Enzymen wie Katalase, Amylase, Papain, Bromelain, Trypsin, Col-

lagenase, Fibrolysin und Hyaluronidase die Viskosität reduziert werden  

(El-Bahrawy et al. 2017; Tibary und Vaughan 2006; Trasorras et al. 2017). Entschei-

dend war hierbei Dosierung und Einwirkdauer so zu wählen, dass negative Effekte auf 

die Spermien minimiert werden (Tibary und Vaughan 2006). Katalase zeigte in Ver-

gleichsstudien die höchste Wirksamkeit mit den geringsten Auswirkungen auf die 

Spermaqualität (Bravo et al. 2000b). 

Die Nutzung epididymalen Spermas vereinfacht die Verarbeitung dahingehend, dass 

direkt die Verdünnung und weitere Verarbeitung durchgeführt werden kann. 

 

Tibary und Vaughan (2006) und Garnica et al. (1993) vermuteten, dass die weiteren 

Bestandteile des Ejakulates Lipide, Phospholipide und Proteine wahrscheinlich eine 

Rolle bei der Maturation und dem Schutz der Plasmamembranintegrität der Spermien 

spielen. Kalzium und Chlorid waren die in höchster Konzentration vorliegenden Ionen. 

Eine Besonderheit war das Vorkommen von Fructose und Zitronensäure in nur gerin-

gen Mengen, was Bravo et al. (2000a) auf das Fehlen einer Samenblasendrüse (Glan-

dula vesicularis) zurückführten. 

Neuere Studien belegten zudem die Existenz eines Ovulationsauslösenden Faktors 

(OIF), der systemisch verabreicht im weiblichen Organismus zur Erhöhung des LH-

Spiegels, in über 90% der Fälle zur Ovulation und anschließend zur Bildung großer 
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Gelbkörper führte (Adams et al. 2005). Dieser Effekt konnte auch in artübergreifenden 

Experimenten nachgewiesen werden (Bogle et al. 2011). Der Nachweis von OIF im 

Seminalplasma erfolgte sowohl bei Arten mit induzierter Ovulation, als auch bei spon-

tan ovulierenden Tieren (Ratto et al. 2006). Im Vergleich zu anderen Haussäugetier-

arten wies Alpakasperma eine geringe Dichte auf, die bei Bravo et al. (2000a) mit  

82 bis 250 Mio./ ml Samenzellen, und bei australischen Autoren mit durchschnittlich 

30 bis 205 Mio./ml angegeben wurde (Morton et al. 2010a). Eine hohe Varianz  

zwischen den Hengsten zeigte sich unabhängig von der Gewinnungsmethode, sowohl 

bei Ejakulaten, als auch bei epididymalem Samen (Morton et al. 2007; Morton et al. 

2010a). 

 

Bei Ejakulaten konnte je nach Viskosität nur oszillatorische Bewegung festgestellt und 

erst mit zunehmender Verflüssigung, wie bei epididymalem Sperma,  

Vorwärtsbeweglichkeit gemessen werden. 

 

Der Anteil pathomorphologischer Spermien bei Cameliden ist im Allgemeinen höher 

als bei anderen Nutztierarten, wobei sämtliche Veränderungen gefunden werden 

konnten, die auch bei anderen dieser Tierarten auftreten (Tibary und Vaughan 2006). 

Ebenso diesen Parameter betreffend gab es Unterschiede in den vorliegenden  

Studien. So wurde von einem Anteil physiologischer Spermien von bis zu 84,10 % 

berichtet (Bravo et al. 2000a). Dagegen fanden sich in anderen Quellen deutlich mehr 

pathologisch veränderte Spermatozoen, wie z. B. beim Lama 60,30 % abnormale  

Spermien (Lichtenwalner et al. 1996). 

 

2.2.1 Flüssigkonservierung Alpakasperma 

Camelidensamen zeigte sich höchst anfällig für Schäden durch Gefrier- und Auftau-

vorgänge weshalb bisher keine optimalen Protokolle etabliert werden konnten 

(Morton et al. 2010b). Dies machte die Flüssigkonservierung von Alpakasperma für die 

Weiterentwicklung der künstlichen Besamung bei dieser Tierart bedeutsam. 

 

In den bisher durchgeführten Studien zu Flüssigkonservierung konnten nur wesentlich 

schlechtere Trächtigkeitsraten erzielt werden als beim Einsatz von unverdünntem 

Frischsamen (Adams et al. 2009; Morton et al. 2008d). 
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Aller et al. (2003) berichteten beim Lama von einer Trächtigkeitsrate von 7,90 % bei 

Stuten, die mit kryokonserviertem Sperma besamt wurden. Demgegenüber stand eine 

deutlich höhere Trächtigkeitsrate von 21,70 % nach Versamung von Frischsperma, 

welches mit demselben Verdünner, allerdings ohne Zusatz von Kryoprotektoren, ver-

setzt worden war. 

 

Die metabolische Aktivität der Spermien bei der Flüssigkonservierung wird durch er-

niedrigte Temperaturen, leicht saures Milieu und anaerobe Bedingungen herabgesetzt 

und dadurch die Haltbarkeit erhöht (Morton et al. 2008d). 

Vaughan et al. (2003e) führten als Vorteil der Flüssigkonservierung auf, dass weniger 

Spermien pro Besamungsdosis notwendig sind als bei Verwendung gefrorenen Sa-

mens. Der Grund dafür ist, dass nur geringe Auswirkungen der Flüssigkonservierung 

auf die Spermaqualität nachgewiesen wurden. Zudem war die Lagerung günstig und 

flüssigkonserviertes Sperma unter Feldbedingungen praktisch anzuwenden (Vaughan 

et al. 2003d). Nachteil stellte die auf einige Tage begrenzte Haltbarkeit dar. Weil der 

Stoffwechsel der Spermatozoen bei dieser Vorgehensweise nur reduziert ist, kommt 

er nach einiger Zeit zum Erliegen. 

 

2.2.1.1 Flüssigkonservierung von ejakuliertem Sperma 

In einer Untersuchung, bei der fünfzehn verschiedene Verdünner zur Flüssigkonser-

vierung von Ejakulat verglichen wurden, lieferte Triladyl® in einer Verdünnungsrate 

von 4:1 die besten Ergebnisse. Nach 24 Stunden war die  

Spermienmotilität der triladylbehandelten Proben bei 50 % und nach 48 Stunden le-

diglich auf 45% gesunken. Alle Verdünner waren zuvor erfolgreich bei der Flüssigkon-

servierung von Cameliden- oder Haussäugetiersamen erprobt worden. Insgesamt wie-

sen die mit eigelb- und glycerolhaltigen Medien (Sheep Red Extender, Camel Green 

Extender, Triladyl® und Biladyl®) versetzten Proben die höchsten Aktivitätsraten auf. 

Die Messungen erfolgten jeweils nach 24 und 48 Stunden Lagerung bei 4 °C. Zur Ver-

lustrate bezüglich der Motilität trafen die Autoren keine Aussage, da keine Messungen 

direkt nach Zusatz des Verdünners durchgeführt wurden. Bei Verdünnern mit Casein 

(Bovine Extender, Kenney Plain und Texas A&M) und ohne tierische Produkte  

(Biociphos Plus, Bioxell® und Andromed®) war der Anteil lebender Spermien und de-

ren Motilität nach 24 Stunden deutlich reduziert. Andromed®-konservierter Samen 

wies nach 24 Stunden 35 bis 40 % Motilität auf, die nach 48 Stunden auf 15 % sank. 
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Zusätzlich wurden in dieser Studie unterschiedliche Kühlmethoden verglichen. Dabei 

wurde die gleichmäßigste Abkühlung auf 4 °C durch Verbringen der Proben in ein 

Wasserbad gleicher Temperatur erzielt, welches dann im Kühlschrank gekühlt wurde. 

Das langsame und gleichmäßige Absinken der Probentemperatur auf 4 °C über  

1,5 bis 2 Stunden war am schonendsten, was sich in der Spermaaktivität widerspie-

gelte. Die Entfernung des Seminalplasma durch Zentrifugation erwies sich aufgrund 

massiver Reduktion des Anteils lebender und motiler Spermien als nicht praktikabel 

(Vaughan et al. 2003a). 

 

In weiteren Versuchen wurden neben verschiedenen Verdünnern und Verdünnungs-

raten die Lagerung bei 4 und 15 °C untersucht (Morton et al. 2008d). Hierbei wurden 

die Medien Biladyl®, Salamon´s, Adrohep® und Triladyl® verwendet, wobei die beiden 

letztgenannten in unterschiedlichen Mengenverhältnissen zum Sperma eingesetzt 

wurden. Die Analyse der Spermaparameter erfolgte direkt, sowie 24, 48, 72 und  

96 Stunden nach Verdünnung. Bei allen eingesetzten Medien kam es nach 72 Stunden 

zu einem Abfall der Akrosomenintegrität. Hinsichtlich der Motilität erzielte Biladyl® in 

einer Verdünnung von 1:4 die besten Ergebnisse. Bis zu einer Lagerungsdauer von 

72 Stunden waren die Ergebnisse bei 4 und 15 °C gleich. Für längere Lagerung emp-

fahlen die Autoren die kühlere Temperatur von 4 °C. Temperaturunabhängig wies das 

analysierte Sperma nach einer Lagerungsdauer von 48 Stunden verminderte Qualität 

auf. Es kam zu einer Reduktion der Motilität um 15 % zwischen 24 und 48 Stunden 

Lagerung. Die Entfernung des Seminalplasma hatte keine signifikanten Auswirkungen 

(Morton et al. 2008d). 

 

Des Weiteren sind in der Literatur Angaben zum Einsatz von Eigelb-Glucose-Citrat-

Verdünner mit Zusätzen von Trypsin und Collagenase zu finden, die bei der Spermi-

enaufbereitung zur künstlichen Befruchtung eingesetzt wurden (Adams et al. 2009). 

Auch TRIS-Glucose-Eigelb Verdünner wurden zu diesem Verwendungszweck  

eingesetzt, wobei eine mechanische Verflüssigung des Samens vonnöten war, um die 

Motilität zu erhöhen (Adams et al. 2009). 

Bei Bravo et al. (2000a) erzielte Eigelb-Citrat-Verdünner unter Berücksichtigung der 

Viabilität die besseren Ergebnisse im Vergleich zu Verdünnern mit PBS und  

Magermilchzusatz. 
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Darüber hinaus sind Konservierungsversuche von Lamasperma mit Lactose-Eigelb-, 

TRIS-Zitronensäure-Fructose-Eigelb-, Lamablutserum-PBS- und Magermilch-Glu-

cose- 

Verdünner beschrieben (Giuliano et al. 2012). Die verwendeten Ejakulate wurden mit-

tels künstlicher Vagina und Elektroejakulation gewonnen. Direkt nach Gewinnung zeig-

ten sich in der Spermauntersuchung keine signifikanten Unterschiede zwischen nati-

vem und verdünntem Ejakulat. Nach einer Lagerung bei 5 °C über 24 Stunden wiesen 

lediglich die mit Lactose-Eigelb-Verdünner versetzten Spermien eine hohe Motilität 

und Viabilität auf, die mit den bei Frischsamen erhobenen Werten vergleichbar waren. 

Das derart konservierte Sperma führte lediglich bei Insemination innerhalb von zwei 

Stunden post ovulationem zu einer Befruchtung der Eizelle. Das Lactose-Eigelb ver-

dünnte Sperma erzielte somit weitaus niedrigere Trächtigkeitsraten als Frischsamen 

(Giuliano et al. 2012). 

 

2.2.1.2 Flüssigkonservierung von Nebenhodensperma 

Epididymales Sperma zeigte nach Flüssigkonservierung mit Biladyl® bei 4 °C nur  

minimale Verluste bezüglich Akrosomenintegrität und Motilität (Morton et al. 2008d). 

So waren die bestimmten Parameter direkt nach Gewinnung, sowie nach 18 bis 24 

Stunden Aufbewahrung fast identisch (p > 0,05). 

Bei der Untersuchung von lactosekonserviertem Sperma, das bei 4 °C über  

24 Stunden gelagert wurde, bestand ebenso nur ein sehr geringer Motilitätsverlust von 

5 % (Morton et al. 2008d). 

Beim Dromedar finden sich Literaturangaben zur Verwendung von flüssigkonservier-

tem Nebenhodensperma in der in vitro Fertilisation und in vitro Maturation (Wani 2009). 

Hierbei wurden TRIS-Lactose und TRIS-TES-Verdünner eingesetzt. Die Motilität 

wurde direkt nach Gewinnung und vor dem weiteren Gebrauch erhoben. Zwischen-

zeitlich erfolgte die Kühlung und Lagerung des Samens bei 4 °C über 2, 4, 6 und  

8 Tage. Bemerkenswerterweise war die Befruchtungsfähigkeit unabhängig von der  

Lagerungsdauer jederzeit gleich gut gegeben. Bezüglich der Motilität gab es zwischen 

den beiden Verdünnern keine signifikanten Unterschiede, lediglich im Zeitverlauf nahm 

die Motilität der Spermien geringfügig ab (Wani 2009). 
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2.2.2 Kryokonservierung Alpakasperma 

Vorteil der Kryokonservierung ist die quasi unbegrenzte Haltbarkeit gefrorenen  

Samens. Nachteil der Methode ist, dass wesentlich höhere Spermienzahlen pro Besa-

mungsdosis erforderlich sind (Watson 2000), weil sich Einfrier- und Auftauvorgänge 

negativ auf Qualität und Lebensfähigkeit der Spermien auswirken. 

Mit der Entdeckung der kryoprotektiven Eigenschaften von Glycerol legten  

Polge et al. (1949) den Grundstein für die Möglichkeit der Konservierung von Sperma 

durch Gefrieren. Seit den ersten Protokollen zur Kryokonservierung hat sich an der 

grundlegenden Technik nicht viel geändert (Morrell und Mayer 2017). Bei dieser wurde 

initial tierartabhängig das Seminalplasma durch Zentrifugation entfernt. Die  

Spermatozoen wurden dann in einer hyperosmotischen Lösung gekühlt  

(Morrell und Mayer 2017). Die in der Lösung enthaltenen Kryoprotektoren minimierten 

die Bildung von Eiskristallen. Vollständig verhindern ließen sich strukturelle Schäden 

durch Eiskristallbildung und Austrocknung während des Gefriervorganges nicht. Im 

Verlauf der Forschungen gab es immer wieder Änderungen, wie z. B. tierische Be-

standteile der Verdünner durch pflanzliche zu ersetzen und somit das Risiko einer 

Kontamination zu minimieren (Morrell und Mayer 2017). Ebenso wurden ver-

schiedenste Kryoprotektoren, in unterschiedlichen Konzentrationen und Zusammen-

setzungen getestet, um deren toxische Auswirkungen zu reduzieren. Es wurde zudem 

eine Vielzahl an Zusätzen eingesetzt, die sich positiv auf die Spermaqualität nach dem 

Auftauen auswirken sollten (Morrell und Mayer 2017). Diesbezüglich wurden Antioxi-

dantien, wie z. B. Glutathionperoxidase und TEMPOL (Gómez-Quispe et al. 2016a) 

eingesetzt. Ebenso Quercetin, ein Flavonol, was zudem einen positiven Effekt auf die 

DNA-Integrität hat (Morrell und Mayer 2017). 

Beim Alpaka ist die Kryokonservierung des Samens wenig erforscht. In den bereits 

durchgeführten Arbeiten konnten mit ca. 3 bis 42 % Motilität zumeist nur relativ 

schlechte Ergebnisse nach dem Auftauen erzielt werden (Choez et al. 2014; Durand 

et al. 2016; Gómez-Quispe et al. 2016a; Morton et al. 2010b; Santiani et al. 2005; 

Terreros et al. 2015; Vasquéz et al. 2012). Bisher ist es noch nicht gelungen, die opti-

malen Bedingungen für das Einfrieren und Auftauen zu identifizieren und somit Schä-

den durch Anwendung dieser Techniken zu vermeiden. Erschwerend kommt die meist 

geringe Ausgangsqualität und -quantität des verarbeiteten Alpakaspermas hinzu. 
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Es ist unklar, inwieweit sich speziesspezifische Unterschiede der Spermienmorpholo-

gie auf die Kryokonservierung auswirken (Holt 2000a). Ebenso gilt zu beachten, dass 

die Spermien, die unter natürlichen Bedingungen die besten Befruchtungschancen ha-

ben, nicht unbedingt die Widerstandsfähigsten bezüglich Kryokonservierung sind 

(Holt 2000a). Bis zu 50 % der Spermien sterben bei der Kryokonservierung ab 

(Holt 2000a; Watson 2000). Die noch lebenden Spermien sind teilweise in ihrer Funk-

tion beeinträchtigt, was sich unter anderem in reduzierter Motilität bemerkbar macht. 

Durch Selektion während der Verarbeitung wird eine initial heterogene Population an 

Spermien homogener, was wiederum die Chancen der erfolgreichen Befruchtung einer 

Eizelle durch diese verbliebene Gruppe an Spermien schmälert (Stelletta et al. 2011). 

Eine verringerte Fertilität bei kryokonservierten Spermien ist die Folge der genannten 

Beeinträchtigungen (Stelletta et al. 2011; Holt 2000b). Die Fertilität ist reduziert, wenn 

die Anzahl voll funktionsfähiger Spermien (nach Kryokonservierung) unter die Mindest-

menge fällt, die für eine hohe Wahrscheinlichkeit einer Befruchtung nötig ist 

(Watson 2000). 

 

Die Plasmamembranen der Samenzellen bestehen aus Phospholipiden, die auf Tem-

peraturwandel mit Änderung der physikalischen Phase reagieren (Holt 2000b). Bei 

physiologischen Temperaturen existieren Regionen flüssiger und gelartiger Phase 

nebeneinander. Temperatursenkung bewirkt eine Verschiebung in Richtung 

Gelphase. Somit muss sowohl beim Einfrieren, als auch beim Auftauen eine Phasen-

transition durchlaufen werden (Holt 2000b). Je flüssiger die Membran, umso höher ist 

ihre Permeabilität, Instabilität und Tendenz zu fusionieren, was zu einer Verkürzung 

der Lebensdauer der Spermien führt (Stelletta et al. 2011). In kryokonserviertem 

Sperma steigt beim Auftauen die intrazelluläre Kalziumkonzentration, wodurch es zu 

Veränderungen des Aufbaus der Zellmembran und letztlich zu Fusionen der Plasma- 

und Akrosomenmembran kommt (Watson 2000). Diese beschleunigte Reifung der 

Spermien, durch Kryokapazitation und Akrosomenreaktion, führt zur Hyperaktivität der 

Spermatozoen. Die Hyperaktivität entspricht den Reaktionen physiologisch gereiften 

Spermas und äußert sich in hohen Geschwindigkeiten und ausladenden Bewegungen 

der Spermien (Watson 2000; Stelletta et al. 2011). Alterationen der Spermienmembran 

durch Kryokapazitation müssen die Motilität nicht zwangsläufig beeinträchtigen, wirken 

sich aber negativ auf Lebensdauer und Fertilität der Samenzellen aus (Holt 2000b; 

Salamon und Maxwell 2000). 
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Eine Ursache von irreparablen Schäden beim Einfrieren stellt die intrazelluläre Eiskris-

tallbildung dar, die die physiologische Zellstruktur zerstört. Außerdem kann eine Ver-

änderung des osmotischen Drucks beim langsamen Einfrieren durch Wasserentzug 

zum Schrumpfen der Zellen führen (Holt 2000a). Da sich Eiskristalle nur aus purem 

Wasser bilden, verbleiben die gelösten Stoffe in der restlichen flüssigen Fraktion, 

deren osmotischer Druck steigt. Ist der extrazelluläre flüssige Anteil schließlich hyper-

osmotisch, diffundiert Wasser aus den Zellen, um den osmotischen Gradienten aus-

zugleichen. Beim Auftauen kann die Umkehr dieses Phänomens durch Wasser-

einstrom zu Schäden der Plasmamembran führen (Holt 2000b). Durch die gefrier- 

bedingt unterschiedlichen Salzkonzentrationen innerhalb eines Mediums kann somit 

eine Samenzelle zugleich hohem und niedrigem osmotischem Druck ausgesetzt sein 

(Holt 2000b). 

 

Ziel der Entwicklung optimaler Protokolle ist es daher einen Mittelweg zu finden, um 

Beeinträchtigungen durch das Gefrieren und Auftauen zu minimieren. Laut Watson 

(2000) zeigten Spermien bei Abkühlraten von 15 bis 60 °C/ Minute die beste Viabilität 

nach dem Auftauen.  

Kryoprotektive Substanzen finden als Zusätze bei Verdünnermedien Anwendung.  

Permeable Kryoprotektiva dringen bis ins Zytoplasma der Spermien ein, erniedrigen 

den Gefrierpunkt und reduzieren so die Schädigungen durch Verschiebung des osmo-

tischen Drucks. Hierzu zählen Glycerol, Ethylenglycol, DMSO und Methanol, wobei 

Glycerol das am weitesten verbreitete Kryoprotektivum ist. Glycerol ist toxisch für 

Spermien. Die Toleranz gegenüber dieser Toxizität ist speziesspezifisch. Die  

optimalen Glycerolkonzentrationen müssen daher durch Versuche für jede Spezies 

bestimmt werden (Holt 2000b). 

Der glycerolbedingte osmotische Stress soll in manchen Protokollen durch Hinzufügen 

in mehreren Schritten oder Entfernung nach dem Auftauen ausgeglichen werden 

(Watson 2000). Die schützende Wirkung von Glycerol kann durch verbindungsför-

dernde Eigenschaften, Gefrierpunktserniedrigung und die dadurch bedingte Senkung 

der Elektrolytkonzentration der ungefrorenen Anteile erklärt werden (Holt 2000b). 

Interessanterweise produzieren die Spermien von Bulle, Eber, Schaf- und Ziegenbock 

selbst Glycerol (Jones et al. 1992). 



19 
 

Verschiedene Zucker, Polymere und amphipathische Stoffe dringen nicht in die Zellen 

ein und wirken durch Beeinflussung der Elektrolytkonzentrationen, der Lösungseigen-

schaften oder Interaktion mit den Proteinen und Lipiden der Plasmamembranen kryo-

protektiv (Vaughan et al. 2003b). Weit verbreitet ist Eigelb als Zusatz bei Verdünnern, 

welches durch Wirkung auf die Zellmembran vor Kälteschock schützt (Holt 2000b). 

Verbesserte Viabilität, Motilität, Akrosomenintegrität und Fruchtbarkeit konnte laut Holt 

(2000b) bei eigelbhaltigen Verdünnern durch Ergänzung mit oberflächenaktiven Sub-

stanzen (surfactant) erzielt werden. Puffer stabilisieren den pH-Wert der Verdünner-

Samen-Mischung und erhalten das optimale Milieu der Spermien. 

 

Bezüglich des Auftauvorganges ist davon auszugehen, dass zügiges Aufwärmen am 

besten für die Spermien ist. Beim langsamen Erwärmen können sich intrazelluläre 

Eiskristalle vergrößern und weitere Schäden initiieren, die schlimmstenfalls im Zelltod 

enden (Mazur 1984). 

 

2.2.2.1 Kryokonservierung von ejakuliertem Sperma 

Das aufgrund des enthaltenen Seminalplasma hoch visköse Ausgangsmaterial mischt 

sich nur schlecht mit Verdünnern und Zusätzen, was sich negativ auf die Toleranz 

gegenüber der Kryokonservierung auswirkte (Morton et al. 2008b). 

 

So konnten McEvoy et al. (1992) maximal 10 % Beweglichkeit nach dem Auftauen 

erzielen und einige Proben zeigten nach dem Auftauen keinerlei Beweglichkeit. Die 

Spermagewinnung war durch Absamen der Hengste in Intravaginalhüllen an sedierten 

Stuten und durch Elektroejakulation erfolgt. Das derart gewonnene Sperma war in ei-

nem Schritt 1:2 mit Triladyl® verdünnt, in 0,50 ml Pailletten abgefüllt und langsam  

eingefroren worden (McEvoy et al. 1992). 

Im Gegensatz hierzu sollen von Bravo et al. (2000a) im Jahr 1996 sehr gute Auftau- 

ergebnisse erzielt worden sein. Mithilfe einer KV gesammeltes Sperma wurde durch 

Zusatz von Collagenase (1 mg/ ml) verflüssigt. Anschließend folgte eine Verdünnung 

mit Natrium-, Citrat- (2,90 %) und Eigelb- (10 %) haltigem Medium. Während der  

Kühlung bei 4 °C erfolgte der Zusatz von glycerolhaltigem Verdünner (7 %) auf drei 

Portionen verteilt. Die in 0,25 ml Straws konfektionierten Proben wurden kryokonser-

viert. Nach dem Auftauen (35 °C über 8 Sekunden) zeigten 30 bis 40 % der Spermien 
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oszillatorische Bewegungen. Mit dem hergestellten TG-Sperma wurden 19 Stuten  

besamt, von denen 5 fohlten (Bravo et al. 2000a). 

In einer darauffolgenden Untersuchung mit Citratverdünner konnte dieses Ergebnis 

nicht repliziert werden (Morton et al. 2007). Die Motilität des Spermas nach dem Auf-

tauen betrug lediglich 12,50 % (Morton et al. 2007). 

 

Ein anderer Versuch schloss neben verschiedenen Verdünnern auch unterschiedliche 

Konfektionierungsformen und Gefrierprotokolle ein (Vaughan et al. 2003b). Diese wur-

den vergleichend bei einem und verschiedenen Ejakulaten, die mithilfe einer KV ge-

wonnen wurden, eingesetzt. Die verwendeten Verdünner enthielten allesamt Glycerol 

als Kryoprotektivum. War nur ein Verdünnungsschritt vonnöten, wurde das Medium 

direkt in die KV gegeben oder direkt nach Gewinnung dem Ejakulat zugefügt. Darauf-

hin erfolgte die Kühlung auf 4 °C über 90 Minuten. Gab es einen zweiten Verdünnungs-

schritt, wurde dem gekühlten Gemisch tropfenweise der glycerolhaltige Anteil des Ver-

dünners zugegeben. Danach folgte die Equilibrierung von 15 bis 30 Minuten. Die end-

gültige Glycerolkonzentration war jeweils ca. 7 %. Angewandte Verdünner waren  

Bovine semen extender, Sheep red extender (005238), Camel fresh chilled green  

extender (005459) und Camel clear freezing extender (005460), Biladyl A&B®, 

Triladyl®, Andromed®, Boxcalf® und Human Sperm Präservation Medium (HSPM). 

Direkt nach dem Auftauen wurde die Aktivität der Spermien bestimmt. Bei green- und 

clear Camel buffer-Proben lag die durchschnittliche Aktivität bei ca. 17,40 %. Biladyl®-

konserviertes Ejakulat erzielte mit ca. 21,3 % die beste Aktivität. Beide Verdünner- 

systeme wiesen eine Spannbreite der Aktivität von 0 bis 40 % auf. Die restlichen ge-

testeten Verdünner lieferten lediglich Werte von 0 bis 10 % Aktivität. Eine ver- 

gleichende Messung der Aktivität direkt nach Spermagewinnung fand nicht statt. Den 

Einfriervorgang betreffend wurde erwähnt, dass Portionen in 0,25 ml, 0,50 ml und  

2,00 ml Pailletten über Stickstoffdampf oder als Pellet auf Trockeneis gefroren wurde. 

Detaillierte Angaben zu den Ergebnissen hierzu blieben allerdings aus. Zum Vorgehen 

erfolgt die Aussage, dass 10 cm Abstand zum flüssigen Stickstoff (bei getesteten  

Höhen von 2 bis 25 cm) für 30 Minuten (5 bis 30 Minuten Zeitdauer verglichen) optimal 

seien. Die Proben der gleichen Ejakulate wiesen als Pellet gefroren ca. 10 % weniger 

Aktivität nach dem Auftauen auf als der in Straws gefüllte Samen. Lag die Aktivität 

über 20 %, wurden entsprechende Pailletten gesammelt bis eine ausreichende Menge 
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für die erforderliche Besamungsdosis vorlag. Es konnten keine Trächtigkeiten mit dem 

kryokonservierten Sperma erzielt werden (Vaughan et al. 2003b). 

Santiani et al. (2005) verglichen zwei Verdünner, denen jeweils Ethylenglykol (EG) 

oder Glycerol (GL) beigemengt wurden. Verdünner 1 enthielt TRIS, Zitronensäure, 

Glucose und Eigelb. Verdünner 2 bestand aus Magermilch, Eigelb und Fructose. Die 

Endkonzentration von EG war 0,10 molar und von GL 1 molar. Die Verdünnung er-

folgte in zwei Schritten. Die Kühlungsrate betrug 1 °C/ 3 Minuten. Das Sperma wurde 

in 0,25 ml Pailletten gefüllt und für 15 Minuten im Stickstoffdampf gefroren. Das Auf-

tauen erfolgte im Wasserbad bei 37° C für 5 Minuten. Die Bestimmung von Motilität, 

Viabilität und akrosomalem Status erfolgte an den verdünnten Spermien nach der 

Equilibrierung und nach dem Auftauen. Die Motilität wurde geschätzt, sowie Viabilität 

und Akrosomenstatus mittels gefärbter Ausstriche (Trypanblau 2 % und Giemsa 20 %) 

erhoben. Die Motilität des frischen Spermas sank nach dem Kühlen (bei 5 °C über 30 

Minuten) ab, unabhängig mit welchem Verdünner und Kryoprotektivum sie versetzt 

worden waren. Verdünner 2 erzielte nach dem Auftauen bessere Motilitätswerte  

(Verdünner 2 + GL: 15,30  4,10 %; Verdünner 2 + EG: 20,00  6,70 %) als  

Verdünner 1 (Verdünner 1 + GL: 4,00  1,10 %; Verdünner 1 + EG: 1,00  1,40 %). 

Es bestand ein signifikanter Unterschied bezüglich Viabilität und Akrosomenintegrität 

zwischen den Verdünnern (p  0,05), aber nicht zwischen den Kryoprotektoren. Die 

Anzahl lebender Spermien und intakter Akrosomen war stets annähernd gleich. 

Santiani et al. (2005) folgerten aus den genannten Ergebnissen, dass Sperma von 

Neuweltcameliden maximal 1 molare Konzentrationen von Kryoprotektiva tolerieren. 

Beim Lama liegen Studien zur Auswirkung der Kryokonservierung auf Motilität, 

Viabilität und Fertilität der Spermien vor (Aller et al. 2003). Es wurden pH-Wert,  

Volumen, Konzentration, geschätzte Motilität und die Viabilität anhand von Eosin- 

Nigrosin-Färbung erfasst. Der zucker- und eigelbhaltige Verdünner wurde in zwei Frak-

tionen geteilt. Fraktion A ohne Kryoprotektoren und Fraktion B mit Glycerol und DMSO. 

Der Verdünnerzusatz erfolgte in drei Schritten. Zuerst wurde Fraktion A des Verdün-

ners bei 35 °C zugefügt, bis die Hälfte des berechneten endgültigen Volumens erreicht 

war. Anschließend erfolgte die Kühlung auf 5 °C mit einer Rate von 0,25 bis 

0,50 °C/ Minute. Danach wurde Fraktion B des Verdünners in zwei Schritten mit 

15 Minuten Abstand zugesetzt. Nach einer Equilibrierung von 45 Minuten bei 5 °C 

wurde das verdünnte Ejakulat in 0,50 ml Pailletten aufgezogen und versiegelt. Der 
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Eingefriervorgang begann mit drei Etappen im Stickstoffdampf. Initial lag die Abkühl-

geschwindigkeit bei 11 °C/ Minute (5 bis -50 °C), dann bei 6 °C/ Minute  

(-50 bis -80 °C) und schließlich bei 8 °C/ Minute (-80 bis -120 °C). Zur Untersuchung 

wurden die Pailletten bei 35 °C für 35 Sekunden aufgetaut. Die Motilität lag bei den 

frischen Proben bei 54,30  10,50 % und nach dem Auftauen bei 20,40  7,50 %. Es 

zeigte sich ebenso ein signifikanter Rückgang der Anzahl lebender Spermien. So wie-

sen frische Spermien eine Viabilität von 68,50  12,30 % auf, wohingegen nur  

32,40  10,50 % der aufgetauten Spermien lebten (Aller et al. 2003). 

Die Befruchtungsfähigkeit des kryokonservierten Spermas wurde durch künstliche Be-

samung von 38 Lamastuten getestet. Eine Kontrollgruppe bestand aus 23 Tieren, die 

mit einem Gemisch von frischem Sperma und Fraktion A des Verdünners besamt wur-

den. Den Stuten war 24 Stunden zuvor ein GnRH-Analogon (Buserelin) verabreicht 

worden, um eine Ovulation zu induzieren. In beiden Gruppen betrug die Anzahl der 

Spermien 25 Mio. pro Besamung. Eine Trächtigkeitskontrolle erfolgte nach 60 Tagen 

mittels transrektaler Palpation. Aus der Kontrollgruppe waren 5 Tiere (21,70 %) und 

aus der Versuchsgruppe 3 Stuten (7,90 %) tragend (Aller et al. 2003). 

 

2.2.2.2 Kryokonservierung von Nebenhodensperma 

Epididymales Alpakasperma bietet sich laut Morton et al. (2010b) aufgrund seiner  

Toleranz gegenüber Einfrier- und Auftauvorgängen und der nicht viskösen Konsistenz 

für Experimente zur Erforschung der Kryokonservierung an. 

Bei den gewonnenen Proben lag stets eine hohe Varianz zwischen den einzelnen 

Hengsten bezüglich Konzentration und Motilität des Spermas vor (Morton et al. 2007). 

Die verwendeten Hoden mit Nebenhoden konnten problemlos bei 4 °C über einige 

Stunden bis zur Aufbereitung gelagert oder über Nacht ins Labor transportiert werden  

(Morton et al. 2007). Ferner konnte direkt nach Gewinnung die Vorwärtsbeweglichkeit 

beurteilt werden (Morton et al. 2010b). Dagegen zeigte ejakuliertes Sperma aufgrund 

des viskösen Seminalplasma nur oszillatorische Bewegungen. 

 

Der Erhalt von 35 bis 40 % der Ausgangsmotilität bei gefrorenem Nebenhodensperma 

nach dem Auftauen lag bei Morton et al. (2007) über den Werten, die bei ejakuliertem 

Sperma erzielt werden konnten. Initial mit Biladyl® (Teil A ohne Glycerol) flüssigkon-

serviertes Sperma konnte nach bis zu 24 Stunden Lagerung eingefroren werden, ohne 

dass sich dies auf die Motilität nach dem Auftauen auswirkte (Morton et al. 2010b). 
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Morton et al. (2007) führten Experimente durch, in denen sie verschiedene Verdünner, 

verschiedene Gefriertechniken, unterschiedliche Konzentrationen des Glycerolzusat-

zes und Ergebnisse mit und ohne Natriumdodecylsulfat-Supplementierung verglichen. 

Die Erhebung der Parameter Motilität und Akrosomenintegrität erfolgte jeweils nach 

Gewinnung, nach 2 Stunden Kühlung, sowie direkt und 3 Stunden nach dem Auftauen. 

Die Kryokonservierung der Citrat- und Lactose-basierten Verdünner erfolgte in zwei 

Etappen und beim TRIS-Medium in einem Schritt. Die Motilität des direkt nach Gewin-

nung untersuchten Ausgangsmaterials betrug um die 46,90 %. Die bei Morton et al. 

(2007) erzielten Motilitätswerte nach Kühlung und direkt nach dem Auftauen betrug bei 

den Spermien mit Lactose ca. 18,20 % Beweglichkeit und übertraf damit die Motilitäts-

raten der Spermien mit Citrat- (ca. 6,90 % Motilität) und TRIS-Zusatz (ca. 11,30 % 

Motilität). Drei Stunden nach dem Auftauen unterschied sich die Lactoseverdünnte 

Portion nur noch von den citratbehandelten Proben signifikant. Bezüglich der Akroso-

menintegrität wiesen Spermien in Lactose- und TRIS-Verdünner nach Kühlung und 

direkt nach dem Auftauen signifikant bessere Werte als die Proben in Citratmedium 

auf. Drei Stunden nach Auftauen war die Akrosomenintegrität in allen drei Konservie-

rungsmitteln vergleichbar. Die Zusammensetzung der Verdünner ist in Tabelle 1  

aufgeführt.  
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Tab. 1: Zusammenstellung der bei Morton et al. (2007) verwendeten Verdünner und 

deren Bestandteile für Alpakasperma 

Verdünner Zusammensetzung Literatur 

Citrat 80,60 

33,30 

20,00 

5,00 

mM 

mM 

% 

% 

Natriumcitrat 

Glucose 

Eigelb (v:v) 

Glycerol (v:v) 

Bravo et al. (1996) 

Lactose 10,00 

20,00 

9,00 

1,50 

% 

% 

% 

% 

Lactose (v:w)  

Eigelb (v:v) 

Glycerol (v:v) 

Equex STM©(v:v) 

Bathgate et al. (2006) 

TRIS 360,00 

113,60 

33,30 

20,00 

6,00 

mM 

mM 

mM 

% 

% 

TRIS 

Zitronensäure 

Glucose 

Eigelb (v:v) 

Glycerol (v:v) 

Evans and Maxwell 

(1987) 

 

 

Zum Vergleich verschiedener Gefriermethoden wurde von Morton et al. (2007)  

lactoseverdünntes Nebenhodensperma in Pelletform auf Trockeneis, in 0,25 ml und 

0,50 ml Pailletten auf Trockeneis und in 0,25 ml und 0,50 ml Pailletten im Stickstoff-

dampf gefroren. Akrosomenintegrität und Motilität des über 2 Stunden auf 4 °C gekühl-

ten Spermas war so hoch wie direkt nach Gewinnung. Die weitaus beste Motilität mit 

Werten um ca. 27 % unmittelbar nach dem Auftauen wiesen die als Pellet gefrorenen 

Proben auf. Bei den restlichen Gefrierverfahren zeigten die im 0,50 ml Straw im Stick-

stoffdampf gefrorenen Portionen die signifikant beste Beweglichkeit, die um 10 %  

hinter den Werten der pelletgefrorenen Proben zurückblieb. Trotz dieser Ergebnisse 

wiesen die Autoren darauf hin, dass die Praktikabilität der künstlichen Besamung unter 

Feldbedingungen die Konfektionierungsform des kryokonservierten Samens in  

Zukunft bestimmen wird (Morton et al. 2007). 

 

Zur Ermittlung der optimalen Glycerolkonzentration wurden Lactoseverdünner mit  

Glycerolkonzentrationen von 2, 3 und 4 % angewandt (Morton et al. 2010b). Das Ein-
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frieren erfolgte als Pellet auf Trockeneis. Die Motilität betreffend, konnten keine signi-

fikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Glycerolkonzentrationen nach-

gewiesen werden. Lediglich die Akrosomenintegrität war 3 Stunden nach dem Auf-

tauen bei 3 und 4 % Glycerolkonzentration im Verdünner bedeutend besser als bei  

2 % (Morton et al. 2010b). 

In einem weiteren Experiment wurde Lactoseverdünner mit und ohne Zusatz von Sodi-

umdodecylsulfat (SDS) in Form von Equex STM© mit 1% Endkonzentration eingesetzt 

(Morton et al. 2010b). Unmittelbar nach dem Auftauen war die Beweglichkeit des Sper-

mas unter SDS-Zusatz mit 21,50  3,50 % signifikant höher als bei den Kontrollen mit 

14,40  2,10 %. Drei Stunden nach dem Auftauen war hingegen in keiner Prüfgruppe 

mehr Motilität nachzuweisen. 

Auf die Akrosomenintegrität konnten keine deutlichen Auswirkungen von SDS nach-

gewiesen werden. Eine zusätzliche Lagerung bei 4 °C über 18 bis 24 Stunden vor dem 

Gefrierschritt zeigte keinerlei negative Auswirkungen und spricht somit für die Unemp-

findlichkeit des epididymalen Samens gegenüber Flüssigkonservierung  

(Morton et al. 2010b). 

 

Zwei Studien aus Peru untersuchten die Effekte von Glycerol (GL), Ethylenglykol (EG) 

und Dimethylsulfoxid (DMSO) bei der Kryokonservierung epididymalen Spermas 

(Terreros et al. 2015; Choez et al. 2014). In beiden Arbeiten wurde Verdünner mit Ma-

germilch, Eigelb und Fruktose eingesetzt. Kühlraten (1 °C/ Minute) und Auftau- 

protokolle (1 Minute bei 37 °C im Wasserbad) waren gleich. 

 

Terreros et al. (2015) setzten die verschiedenen Kryoprotektiva in jeweils nur einer 

Konzentration (DMSO 0,90 molar; EG 0,90 molar; GL 1,20 molar) ein und benutzen 

Midi-Pailletten (0,50 ml). Hierbei war die Motilität nach dem Auftauen bei DMSO mit  

31,10  8,50 % am höchsten, gefolgt von Glycerol mit 23,90  8,30 % und Ethylengly-

kol mit 8,30  6,90 %. Demselben Verteilungsmuster folgten die Ergebnisse des HOS-

Tests. Spermien mit DMSO-Zusatz wiesen mit 28,70  5,80 % die höchste Membran-

integrität auf, worauf Glycerol mit 26,40  8,30 % und Ethylenglykol mit  

17,80  7,00 % folgten. 

Es wurden lediglich Proben mit einer initialen Motilität von mindestens 50 % weiter- 

verarbeitet. Im Endeffekt wurden daher von 32 Proben nur 18 untersucht. 
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Laut Terreros et al. (2015) war ihre Studie die erste beschriebene Prüfung der in-vitro-

Befruchtungsfähigkeit von epididymalem Alpakasperma nach Kryokonservierung. 

Hierzu wurden die Teilungsraten von 15, mit dem untersuchten Sperma befruchteten, 

Eizellen über 72 Stunden erhoben. Dabei lieferten die Proben, welche mit Glycerol 

(26,60 %) und DMSO (46,60 %) behandelt worden waren, ähnliche Ergebnisse. 

 

Demgegenüber testeten Choez et al. (2014) bei jeweils 10 Probanden dasselbe Kryo-

protektivum in je 8 unterschiedlichen Konzentrationen (0,00; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 

1,25; 1,50; 1,75 molar). Die Konfektionierung erfolgte in 0,25 ml Straws. Die Motilität 

wurde geschätzt, sowie Viabilität und Akrosomenintegrität anhand einer Doppelfär-

bung (Trypanblau 2% und Giemsa 20%) erfasst. 

Nach dem Auftauen gab es bzgl. Motilität signifikante Unterschiede zwischen den  

Kryoprotektiva. Glycerol erzielte mit durchschnittlich 16,10  12,99 % die beste Motilität 

nach dem Auftauen, gefolgt von DMSO mit 14,40  7,06 %. Ethylenglycol wies mit 

durchschnittlich 5,20  5,30 % motilen Spermien die deutlich schlechtesten Ergebnisse 

auf (Choez et al. 2014). 

Kongruente Werte wiesen die Proben hinsichtlich Viabilität und Akrosomenintegrität 

auf. Proben mit Glycerol erreichten 17,90  7,20 %, Proben mit DMSO 13,10  5,00% 

und Spermien in Ethylenglycolverdünner 10,60  7,20 % Viabilität und Akrosomen- 

integrität. 

Der Verdünner mit 1 molarem Glycerolgehalt hatte die besten Motilitätswerte  

(23  16,19 %) im Vergleich zu den anderen Konzentrationen. 

 

Die generell höheren Motilitätsraten bei Terreros et al. (2015) könnten auf der initialen 

Selektion der Proben beruhen. Insgesamt decken sich die Ergebnisse von 

Choez et al. (2014) nicht mit älteren Studien an ejakuliertem Sperma  

(Santiani et al. 2005). Santiani et al. (2005) kamen darin zu dem Schluss, dass EG in 

niedrigen Konzentrationen mit Magermilch- und Fruktose-basiertem Verdünner bes-

sere Effekte erzielt als GL mit TRIS-basiertem Verdünner. 

 

Mamani-Mango et al. (2019) untersuchten die Auswirkungen von je zwei Gewinnungs-

methoden, Verdünnern und Gefrierprotokollen auf die Spermaqualität nach dem Auf-

tauen und die in vitro Befruchtungsfähigkeit. Zur Spermagewinnung erfolgte die  
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retrograde Spülung oder das Waschen der Nebenhoden mit jeweils 1 ml vorgewärm-

tem Tris-Eigelb- oder Bioxcell®-Verdünner. 30 Minuten nach Gewinnung wurden  

Konzentration, Motilität, Viabilität und Plasmamembranintegrität bestimmt. Anschlie-

ßend erfolgten der Zusatz von 2 ml des initial eingesetzten Verdünners und die  

Equilibrierung über 180 Minuten bei 4 °C. Beim konventionellen slow freezing wurden 

die Proben in 0,25 ml Pailletten gefüllt, 10 Minuten 6 cm über flüssigem Stickstoff ge-

kühlt und zuletzt in den flüssigen Stickstoff gegeben. Beim fast freezing wurden Ver-

tiefungen mit 0,25 ml Fassungsvermögen in einem Block Trockeneis mit Proben befüllt 

und die Proben nach 30 bis 45 Sekunden in flüssigen Stickstoff überführt. Nach dem 

Auftauen wurden erneut Motilität, Viabilität und Plasmamembranintegrität ermittelt.  

Bioxcell® erzielte mit 33,20  16,80 % Motilität und 38,40  14,40 % Viabilität signifi-

kant bessere Ergebnisse als der Tris-Eigelb-Verdünner (23,20  14,20% Motilität und 

32,00  14,20 % Viabilität). Das Fast-Freezing-Protokoll erreichte signifikant bessere 

Werte bei Motilität (p = 0,0001) und Viabilität (p = 0,003) als das konventionelle Proto-

koll. Mamani-Mango et al. (2019) erzielten beim Gefrieren als Pellet mit  

35,70  16,50 % höhere Motilitätswerte als Morton et al. (2007). Die Differenz erklärten  

Mamani-Mango et al. (2019) mit Unterschieden im eingesetzten Probenvolumen.  

Bei Überprüfung der Fähigkeit der aufgetauten Spermien zur in vitro Fertilisation  

wurden keine Auswirkungen der Gewinnungsmethode festgestellt. 

 

Bei einigen anderen Haustierarten existierten bereits länger Studien, die neben Ge-

winnungsmethoden und Kryokonservierung die Befruchtungskapazität von Nebenho-

densperma untersuchten. Dies gilt unter anderem für Bulle (Turri et al. 2012), Büffel 

(Herold et al. 2004), Schwein (Nagai et al. 1988), Ziege (Blash et al. 2000), Hund  

(Martins et al. 2009; Hori et al. 2015) und Katze (Tsutsui et al. 2003). 

 

Eine alternative Methode zur konventionellen Kryokonservierung stellt die Vitrifikation 

dar. Dabei kommt es zur Verfestigung des verarbeiteten Materials durch extreme Er-

höhung der Viskosität während des Gefrierens (Fahy et al. 1984). Das intra- und  

extrazelluläre Wasser geht in einen glasartigen Zustand über. Aufgrund hoher Kon-

zentrationen der Kryoprotektiva und sehr schneller Kühl- und Auftauraten von über 

1000 °C/ Minute (Cuevas-Uribe et al. 2017), bleibt die Bildung von Eiskristallen und 

dadurch bedingter Schäden aus. Es liegen Berichte über Kühlraten von maximal 

20.000 °C/ Minute vor (Vajta et al. 1998). 
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Problematisch wurde die konzentrationsbedingte hohe Toxizität der eingesetzten  

Kryoprotektiva beurteilt (Fahy et al. 1984). Die bei der Vitrifikation eingesetzten Kryo-

protektiva mussten mindestens eine Konzentration von 50 % aufweisen, um bei  

normalem Luftdruck eine stabile Vitrifikation hervorzurufen (Isachenko et al. 2004). 

Aus diesem Grund finden sich in der Literatur verschiedene Vorgehensweisen, die zu 

einer Reduktion der Menge eingesetzter Kryoprotektiva führen sollten. Ein hoher hyd-

rostatischer Druck, Reduktion der Einwirkzeit des Kryoprotektivums auf das nötige  

Minimum, schrittweises Zuführen vorgekühlter Lösungen, sowie die Kombination per-

meabler mit nichtpermeablen Kryoprotektiva (Isachenko et al. 2004; Fahy et al. 1984) 

wurde beschrieben. 

 

Mittlerweile etablierte sich die Vitrifikation v. a. bei Embryonen. Bei Neuweltcameliden 

wurden Untersuchungen an Eizellen vom Alpaka (Ruiz et al. 2013) und Lamaembryo-

nen (Aller et al. 2002) durchgeführt. Spermien jedoch zeigten sich besonders empfind-

lich gegen die Toxizität der Kryoprotektiva (Holt 2000a). 

Alternativ kam die kinetische Vitrifikation zum Einsatz (Pradiee et al. 2015). Dabei wa-

ren die Kühlraten ultra-schnell, das Trägermedium enthielt keine permeablen oder gar 

keine Kryoprotektiva und das Probenvolumen war auf ein Minimum verringert  

(Pradiee et al. 2015; Isachenko et al. 2004). So konnten Isachenko et al. (2004) nach-

weisen, dass die Motilität von humanem Sperma nach Vitrifizierung ohne Kryoprotek-

toren identisch zu der bei langsam gefrorenen Spermien war. Zudem wurde die DNA-

Integrität durch die Vorgehensweise bei der Kryokonservierung nicht beeinflusst. 

 
Der erfolgreiche Einsatz vitrifizierten Spermas bei der intrazytoplasmatischen Spermi-

eninjektion (ICSI) gelang bereits in der Humanmedizin (Isachenko et al. 2012). Im Ver-

gleich zum konventionellen Gefrieren lieferte die Vitrifikation bessere Ergebnisse be-

züglich der Motilität nach dem Auftauen (Rodriguez-Wallberg et al. 2019; 

Li et al. 2019). 

 

In der Veterinärmedizin wurden die Möglichkeiten der Vitrifikation bereits an verschie-

denen Tierarten evaluiert. Es finden sich einige Angaben zum Einsatz bei diversen 

Meeresfischen, wobei Cuevas-Uribe et al. (2017) den ersten Bericht einer erfolgrei-

chen Befruchtung mittels vitrifizierten Spermas lieferten. 



29 
 

Bei den bisher untersuchten Säugetierspezies war die Qualität vitrifizierter Spermien 

im Vergleich mit konventionell kryokonservierten Spermien in der Regel schlechter. 

Bei Mouflonsperma führten angewandte Vitrifikationsprotokolle zu schlechterer Quali-

tät und Fertilität nach dem Auftauen im Vergleich zu konventionell kryokonserviertem 

Sperma (Pradiee et al. 2017). 

Indessen erzielten beim Iberiensteinbock ultraschnelle Gefierprotokolle in Kombination 

mit schnellem Auftauen Befruchtungsraten, die für kryokonserviertes Sperma üblich 

sind, obwohl die Proben eine geringe Motilität aufwiesen (Pradiee et al. 2015). Dies 

könnte durch die initiale Selektion der Proben mittels Dichtegradientenzentrifugation 

bedingt gewesen sein (Pradiee et al. 2015). 

Caturla-Sánchez et al. (2018) verglichen konventionelle und ultraschnelle Gefrierme-

thode unter Einsatz von vier verschiedenen Verdünnern, unterschiedlicher Auftautem-

peraturen und Sucrose und Trehalose als nicht permeable Kryoprotektiva bei Hunde-

ejakulat. Die mittels CASA erfasste Motilität war bei den vitrifizierten Proben signifikant 

schlechter (p  0,05). Die Plasmamembranintegrität der Proben war bei beiden Ver-

fahren gleich und die Akrosomenintegrität nach Vitrifikation deutlich höher  

(Caturla-Sánchez et al. 2018). 

Untersuchungen an epididymalem Sperma führten Horta et al. (2017) an Mäuse-

sperma durch. Die bei dieser Tierart als optimiert geltende Kryokonservierung lieferte 

bezüglich Motililtät (p  0,01) und Vitalität (p  0,05) signifikant bessere Ergebnisse als 

vitrifizierte Proben. Die Fertilität wurde anhand der Embryonenentwicklung nach IVF 

beurteilt, wobei die vitrifizierten Spermien insgesamt bessere Ergebnisse erzielten  

(23 expandierte Blastozysten von 102 befruchteten Eizellen nach Vitrifikation versus  

9 bzw. 8 expandierte Blastozysten von 86 bzw. 79 befruchteten Eizellen bei kryokon-

serviertem bzw. frischem Samen). 

O'Brien et al. (2019) verglichen ultraschnelles und konventionelles Gefrieren an epi-

didymalen und ejakulierten Spermien verschiedener bedrohter Tierarten. Das ultra-

schnelle Protokoll empfahlen die Autoren für die Konservierung epididymalen Spermas 

von Damagazelle, Giraffe und Braunbär. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Probanden 

Insgesamt wurden 40 Alpakahengste der Rasse Huacaya kastriert und versucht aus 

deren Nebenhoden Sperma zu gewinnen. Die Hengste waren zwischen 2 und 8 Jah-

ren alt, stammten aus kommerziellen und privaten Zuchten und waren zum Zeitpunkt 

der Kastration von ungestörtem Allgemeinbefinden. Die Kastrationen wurden auf 

Wunsch der Besitzer zur Haltungserleichterung der Tiere durchgeführt. Zwei der 

Hengste waren einseitig kryptorchid. Da nur die extraabdominalen Nebenhoden in die 

Untersuchung einbezogen wurden, betrug die Anzahl der verarbeiteten  

Nebenhoden 78.  

Bei 65 der Nebenhoden war die Spermagewinnung erfolgreich. Aus 13 Nebenhoden 

konnte kein Sperma gewonnen werden. Diese Nebenhoden wurden histologisch auf-

bereitet. Einer dieser Nebenhoden stammte von einem der kryptorchiden Hengste, 

weshalb die Anzahl der histologischen Präparate ungerade ist.  

Die Proben von 7 Nebenhoden konnten aufgrund von hochgradigen Erythrozyten- 

beimengungen oder fehlerhaften Messungen nicht ausgewertet werden. Darunter 

befand sich der Nebenhoden des zweiten Kryptorchiden. 

Die Verwendung der Hoden mitsamt Nebenhoden für die Untersuchungen ist vom zu-

ständigen Regierungspräsidium Gießen genehmigt (kTV 7-2017). 

 

3.2 Kastration 

Die Kastrationen wurden von Tierärzten und Studenten der KGGA im Operationsraum 

für kleine Wiederkäuer der Klinik (n = 36) oder in den Räumlichkeiten des Heimatbe-

standes der Tiere (n = 2) durchgeführt.  

Eine Ausnahme bildeten die von Haustierärzten eingesandten Hoden mit Nebenhoden 

zweier Hengste. Die Gewinnung von Sperma aus diesen Nebenhoden war erfolgreich. 

Untersuchung und Verarbeitung des Spermas aus den eingesandten Nebenhoden  

erfolgte analog zum Vorgehen bei den restlichen Nebenhoden. 

 

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Ketamin (CP-Pharma GmbH, Burgdorf) und Xylazin 

(Serumwerk Bernburg AG, Bernburg) in einer Dosierung von 0,50 mg Xylazin pro kg 

Körpergewicht und 5 mg Ketamin pro kg Körpergewicht als intramuskuläre Injektion. 

Nach Ablegen der Hengste wurden diese auf einen höhenverstellbaren Tisch 
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(1200 x 2150 cm, Heenen Metallbau, Kempen) verbracht, die Hintergliedmaßen an 

das dazugehörige Gestänge gebunden und so die Tiere fixiert und in eine optimale 

Position zur Operation gebracht. Daraufhin wurde eine Venenverweilkanüle (Vasovet 

18G x 13/4; 1.3 x 45 mm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) in die Vena femoralis 

gelegt und mit Klebeband fixiert. Die Narkose wurde nach Bedarf mit intravenöser 

Gabe von Ketamin aufrechterhalten, wobei die maximale Gesamtdosis für Ketamin  

10 mg pro kg Körpergewicht betrug. 

Der Skrotal- und Präskrotalbereich wurde geschoren und mit feuchten Tupfern  

gereinigt. Die Desinfektion erfolgte durch Aufbringen einer 70 % Alkohollösung (Berkel 

AHK Alkoholhandel GmbH & Co. KG, Ludwigshafen) und Entfernen der Flüssigkeit 

nach einer Einwirkzeit von ca. 10 Sekunden mit Gazetupfern (Beesana Mullkompres-

sen 10 x 10 cm 8-fach, Karl Beese GmbH, Barsbüttel). Hierbei wurde darauf geachtet, 

dass ein Tupfer immer nur einmal von cranial nach caudal in einer geraden Bahn ge-

führt und anschließend verworfen wurde. Dies wurde medial begonnen, nach lateral 

fortgesetzt und dreimal wiederholt. Anschließend wurde das beschriebene Vorgehen 

nochmals mit SkinSept-Lösung (Ecolab Deutschland GmbH, Düsseldorf) durchge-

führt, wobei der zuletzt aufgetragene SkinSept-Film auf der Haut verblieb. 

 

Die subkutane Gabe von Meloxicam in einer Dosierung von 0,50 mg pro kg Körper-

gewicht (Metacam 20 mg/ ml, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am 

Rhein) und 22.000 I. E. pro kg Körpergewicht Procain-Penicillin (Procain-Penicillin 

Susp. 300 mg/ ml mit 300 000 I. E./ ml, Albrecht GmbH, Aulendorf) erfolgte parallel zur 

Operationsvorbereitung, um eine antibiotische und entzündungshemmende Wirkung 

intra operationem zu gewährleisten. Zusätzlich erfolgte die prophylaktische Gabe von 

5.000 I.E. Tetanusserum (Tetanusserum WDT, WDT, Garbsen). 

 

Die Operation begann mit einer Inzision der Skrotalhaut, die auf einem Hoden ca. 

fingerbreit lateral der Raphe scroti und parallel zu dieser erfolgte. Die Ausdehnung des 

durchgeführten Schnittes war je nach Größe der Hoden zwischen 3 und 5 Zentimeter 

groß, so dass der darunterliegende Hoden daraus vorgelagert werden konnte. Durch 

stumpfes Präparieren und somit Durchtrennen des Ligamentum scroti wurde der Ho-

den mit Nebenhoden im Processus vaginalis freigelegt. Es folgte das Setzen zweier 
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doppelter Ligaturen mit Durchstechung des Samenstranges und einer zusätzlichen Li-

gatur distal davon. Dies erfolgte mit atraumatischem, armiertem Nahtmaterial (Mono-

syn, 5 metric, HR 48, 25 mm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen). 

Zwischen der distalen Ligatur und der proximal davon liegenden Durchstichligatur wur-

den daraufhin zwei Klemmen angebracht und dazwischen der Samenstrang mit einem 

Emaskulator nach Haussmann für 2 Minuten gequetscht. Es folgte das Absetzen des 

Hodens mit Nebenhoden. Der am Tier verbliebene Stumpf auf Höhe des Samenstran-

ges wurde mithilfe einer Klemme fixiert und auf Nachblutungen kontrolliert. Traten 

keine Nachblutungen auf, wurde der Vorgang auf der anderen Seite wiederholt. Waren 

alle Kontrollen auf Nachblutungen negativ, erfolgte eine fortlaufende Subkutannaht mit 

polyfilem Nahtmaterial (Safil, 3 metric, HR 26, 22 mm, B.Braun Melsungen AG, 

Melsungen) und der Verschluss der Hautwunden in liegenden U-Heften (Monosyn,  

5 metric, HR 48, 25 mm, B.Braun Melsungen AG, Melsungen). Es kam in keinem Fall 

zu Nachblutungen der Stümpfe. 

 

3.3 Vermessung Hoden mit Nebenhoden 

Die Hoden mitsamt Nebenhoden wurden im Processus vaginalis mithilfe eines Maß-

bandes vermessen, wobei Länge, Breite, Höhe und Umfang in cm erfasst wurden. Zur 

Berechnung des Hodenvolumens wurde die Formel zur Berechnung des Volumens 

eines Ellipsoids eingesetzt, die wie folgt lautet: 

Länge (l) x Breite (w) x Höhe (h) x 0,5236 
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3.4 Gewinnung Nebenhodensperma 

Zur Reduktion der Erythrozytenbeimengung wurde nach dem Präparieren der verwen-

dete Nebenhodenabschnitt ganz belassen. Dabei wurde der abgeklemmte Nebenho-

den auf Höhe des Ductus deferens und des Nebenhodenkörpers abgesetzt. Die Eröff-

nung auf Höhe des Nebenhodenschwanzes erfolgte mithilfe einer frischen Skalpell-

klinge (Otto Rüttgers GmbH & Co. KG, Solingen), wobei darauf geachtet wurde keine 

Blutgefäße zu verletzen. Eine vorbereitete Spritze (Injekt®, 2 ml Volumen, B.Braun 

Melsungen AG, Melsungen) mit aufgesetzter Venenverweilkanüle ohne Mandrin  

(Vasovet 22 G x 1; 0.9 x 25 mm, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) war zuvor mit 

0,4 ml des entsprechenden, temperierten Verdünners (37 °C) befüllt worden.  

Der sich an den Schnittflächen sammelnde Samen wurde damit abgesaugt und in ein 

Becherglas (Schott Duran, 25 ml Volumen, Mainz) überführt. Weitere Spermien wur-

den dann mit dem in der Spritze enthaltenen Verdünner erspült. Bei den linken Neben-

hoden wurde Andromed® tropfenweise auf die Schnittflächen gegeben und damit  

weitere Spermien ausgeschwemmt, bei den rechten Nebenhoden war der angewandte 

Verdünner Triladyl®. Das eingesetzte Verdünnervolumen betrug 0,40 ml. Erst nach 

Dichtebestimmung mittels SpermVision® bzw. AndroVision® wurde gegebenenfalls 

weiter verdünnt, um eine optimale Analyse zu gewährleisten.  

Die Zusammensetzung der verwendeten Verdünner ist in Tabelle 2 aufgelistet. 

Der schematische Versuchsaufbau ist in Abbildung 1 dargestellt. 
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Tab. 2: Zusammensetzung der zur Gewinnung von Nebenhodensperma 

eingesetzten Verdünner 

Verdünner Andromed® Triladyl® 

Zusammensetzung Aqua bidest 

Fructose 

Glycerol 

Zitronensäure 

Puffer* 

Phospholipide 

Spectinomycin 

Lincomycin 

Tylosin 

Gentamycin 

Aqua bidest 

Glycerol 

TRIS 

Zitronensäure 

Fructose 

Spectinomycin 

Lincomycin 

Tylosin 

Gentamycin 

 

Herstellung 40 ml Aqua bidest 

10 ml Andromed® 

→ auf 37 °C erwärmen 

und gut durchmischen 

30 ml Aqua bidest 

10 ml Triladyl® 

10 ml Eigelb 

→ auf 37 °C erwärmen 

und gut durchmischen 

→ durch zweischichtigen 

Gazetupfer filtern 

*keine näheren Angaben des Herstellers 
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. 
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3.5 Spermatologische Untersuchung 

Das Nebenhodensperma wurde direkt im Anschluss an die Gewinnung lichtmikrosko-

pisch sowie mittels Computer assisted sperm analysis (CASA) untersucht. Die zur  

Videomikrographie eingesetzten CASA-Systeme waren SpermVision® und  

AndroVision® (Minitüb GmbH, Tiefenbach). 

 

3.5.1 Mikroskopische Untersuchung 

 

3.5.1.1 Supravitalfärbung 

Bei der Supravitalfärbung, auch Lebend-Tot-Färbung genannt, wurden jeweils 10 µl 

Probe und Eosin-G-Lösung (Fa. Merck, Darmstadt) auf einem entfetteten, vorgewärm-

ten Objektträger vermischt. Mit der Querseite eines weiteren Objektträgers wurde das 

Gemisch aufgenommen und auf einem dritten vorgewärmten Objektträger ausgestri-

chen und luftgetrocknet. Das Eosin dringt in die Membran von Spermien ein, die zum 

Zeitpunkt der Färbung tot sind und färbt diese rot. Lebende Spermien mit einer intakten 

Membran bleiben hingegen farblos. Es wurden je Probe 200 Spermatozoen bei  

400-facher Vergrößerung (Objektiv E2 Plan Ph 40x/0,65) im Hellfeld (Mikroskop: Leica 

Microsystems GmbH, Wetzlar) ausgezählt. 

 

3.5.1.2 Plasmamembranintegrität 

Zur Bestimmung des Gehaltes an Spermien mit intakter Plasmamembran wurde der 

hypoosmotische Schwelltest (HOS-Test) durchgeführt. Dazu wurden  

100 µl hypoosmotische Lösung (150 mosmol/ l; Rezept im Anhang unter 9.2.2) mit  

10 µl Sperma zusammengegeben und auf der Heizplatte bei 38 °C für 30 Minuten 

inkubiert. Anschließend wurde ein Deckglaspräparat mit 10 µl der zuvor angefertigten 

Mischung hergestellt. Die Untersuchung erfolgte bei 400-facher Vergrößerung  

(Objektiv 40x/0,65) an einem Mikroskop mit positivem Phasenkontrast und beheiz- 

barem Objektträgertisch (Helmut Hund GmbH, Wetzlar). 

Es wurde der Anteil an Spermien mit aufgerolltem Schwanz („curled“) und nicht auf- 

gerolltem Schwanz („not curled“) ermittelt. Im hypoosmotischen Medium kommt es bei 

intakten Spermien zum Wassereinstrom um ein osmotisches Gleichgewicht herbeizu-

führen. Daraus resultiert ein Anschwellen des Spermiums bei erhaltener Integrität und 

Funktionalität der Plasmamembran, welches als typisches Aufrollen des Schwanzes 
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sichtbar wird („curled tail“). Bei Spermatozoen mit defekter Membran kann dieses Phä-

nomen hingegen nicht beobachtet werden („not curled“).  

 

3.5.1.3 Pathomorphologie 

Die Spermac®-Färbung (REF. 15405/0000, Fa. Minitüb GmbH, Tiefenbach) wurde zur 

Beurteilung der pathomorphologischen Veränderungen inklusive des Vorhandenseins 

der Kopfkappen eingesetzt. Es wurde ein Ausstrich aus einem Tropfen Sperma von 

10 µl Volumen angefertigt, fünf Minuten luftgetrocknet und anschließend zehn Minuten 

in der Fixationslösung belassen. Nach dem Abtropfen der überflüssigen Fixierlösung 

folgte die Trocknung auf einer Wärmeplatte bei 37 °C für 15 Minuten. Nun wurde der 

Objektträger durch fünfmaliges Eintauchen in Leitungswasser gewaschen und an-

schließend abgetupft um überschüssiges Wasser zu entfernen. Daraufhin erfolgte das 

Färben mittels drei verschiedener Lösungen. Zwischen den Färbeschritten wurde wie 

zuvor beschrieben gewaschen, wobei das Waschwasser nach jeder Benutzung erneu-

ert wurde. Der Objektträger wurde zwei Minuten in Färbelösung A (rotes Reagenz), 

anschließend eine Minute in Färbelösung B (hellgrünes Reagenz) und zuletzt eine  

Minute in Färbelösung C (dunkelgrünes Reagenz) verbracht. Nach einem letzten 

Waschschritt, wurde der Objektträger luftgetrocknet. Es wurde je Nebenhoden min-

destens ein fixiertes, ungefärbtes Präparat archiviert, um bei Bedarf eine Beurteilung 

am frisch gefärbten Präparat wiederholen zu können. 

 

Die mikroskopische Betrachtung der Spermatozoen erfolgte im positiven Phasenkon-

trast (Helmut Hund GmbH, Wetzlar) bei 1000-facher Vergrößerung mit Ölimmersion 

(Objektiv 100x/1.25 Oel). Die Spermienanteile stellten sich auf folgende Art verschie-

den gefärbt dar: Akrosom: grün, Äquatorialzone: hellgrün, der restliche Kopf: rot,  

Mittelteil und Schwanz: grün. Beurteilt wurden jeweils 200 Spermien. Eine deutliche 

Grünfärbung im Bereich der Kopfkappe wurde als Vorhandensein und keine Grün- 

färbung entsprechend als abgelöstes Akrosom gewertet. 

 

Die zur Beurteilung herangezogene Einteilung pathomorphologischer Veränderungen 

ist in Tabelle 3 dargestellt. 
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Tab. 3: Pathomorphologische Spermienformen; Modifizierte Einteilung nach  

Hoffmann (2003) 

Veränderungen 

Primäre Sekundäre/ Tertiäre Plasmatropfen 

Zwergkopf Lose Köpfe Hals 

Riesenkopf Krümmlinge Mittelstück 

lanzenform Akrosom nicht vorhanden Endstück 

Kolbenform   

deformiert   

Doppelkopf 

schmal 

Spatelform 

  

   

abaxialer Schwanzansatz   

paraxialer Schwanzansatz   

retroaxialer Schwanzansatz   

Halsbruch   

   

schleifenförmiger Schwanz   

Aufgerollter Schwanz   

um Kopf gerollter Schwanz 

abgeknickt 
  

 

 

3.5.2 Computer assisted sperm analysis (CASA) 

Eine objektive Beurteilung der Gesamtmotilität wurde durch Verwendung der  

SpermVision® und AndroVision® Analysesysteme (Minitüb GmbH, Tiefenbach) ge-

währleistet.  

Die Messungen erfolgten vor dem Eingefrieren und nach dem Auftauen. Hierzu wurde 

jeweils eine Leja-Messkammer mit 2,50 µl einer Probe beschickt und diese bei 37 °C 

analysiert. Die Messung schloss in Haufen zusammenliegende oder an andere Partikel 

anhaftende Spermien aus. Es erfolgte eine Einteilung der beurteilten Spermien in un-

bewegliche, vorwärtsbewegliche und lokalbewegliche Samenzellen (Level 1 Klassifi-

zierung). Im aufgezeichneten Mikroskopbild wurde dies durch farblich unterschiedliche 



39 
 

Markierung der Spermien dargestellt und auch die zurückgelegten Strecken entspre-

chend farbig dargestellt. Die ermittelten Zahlenwerte wurden neben dem Bild auf dem 

Monitor angezeigt und automatisch in der Datenbank des Messsystems gespeichert. 

Abbildung 2 zeigt das Monitorbild während einer Messung. 

 

 

Abb. 2: Ansicht des AndroVision®-Monitorbildes nach einer Messung: links das zuletzt 

beurteilte Gesichtsfeld, rechts oben die Einstellungen, rechts unten die 

Ergebnisse des letzten Gesichtsfeldes (in Spalte Feld) und die 

Durchschnittswerte der gesamten gemessenen Gesichtsfelder der aktuellen 

Probe (Spalte Probe). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Sperma durch Anschneiden der Nebenhoden 

gewonnen, um die Blutkontamination möglichst gering zu halten. Überdies wurde auf 

den Einsatz eines Lactoseverdünners verzichtet. Dies geschah, um die Gefahr von 

Fehlmessungen und damit verfälschten Ergebnissen der CASA-Messungen durch 

Nicht-Spermien-Partikel in den Proben zu vermeiden. 

 

Durch die Optimierung der Erkennungseinstellungen wurde die bestmögliche  

Erkennung der Alpakaspermien herbeigeführt. 
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Zusätzlich zur CASA-Analyse erfolgte eine subjektive Gegenkontrolle simultan zur 

CASA-Messung. 

 

3.5.2.1 Probenvorbereitung und Befüllung der Messkammer 

Die Proben wurden direkt in ein kleines Becherglas gespült oder der Inhalt der aufge-

tauten Pailletten in ein Eppendorfgefäß abgelassen. Das Mischen der Probe mittels 

Pipette garantierte eine homogene Verteilung der Spermien. Zur Beschickung der 

Messkammern wurde eine Pipette mit einem Volumen von 2,50 µl genutzt  

(Rainin Pipet – Lite® XLS, Rainin Instrument LLC.; Oakland; USA). Das voreingestellte 

Volumen von 2,50 µl wurde nach Entnahme aus dem Becherglas direkt in die Leja-

Messkammern gefüllt, die hierzu bereits auf dem Mikroskoptisch positioniert und auf 

37 °C erwärmt waren. Der langsam abgelassene Tropfen wurde aufgrund von ein-

wirkenden Kapillarkräften unter das Deckglas der Leja-Messkammern eingezogen und 

verteilte sich auf dem gesamten Zählfeld. Es wurde auf eine gleichmäßige Füllung der 

Messkammern geachtet. War die Füllung der Kammer ungleichmäßig, z. B. infolge von 

Luftblasenbildung, wurde ein neuer Zählbereich befüllt. Im Anschluss wurden nach  

20 Sekunden Wartezeit die Analysen durchgeführt. Nach dieser Zeit gab es keine Be-

wegungen der Spermien durch den Sog mehr und es war noch nicht zu Akkumulatio-

nen der Spermien in den Randbereichen gekommen. Am Mikroskop waren Filter 2 und 

Phase 1 eingestellt. Bei den o. g. Leja-Messkammern sind vier Zählbereiche von  

20 µm Tiefe auf einem Objektträger vorhanden (Leja Standard Count 4 Chamber Slide; 

Leja Products B. V., Nieuw Vennep, Niederlande). 

Zuerst wurde die initiale Dichte der jeweiligen Probe von 0,40 ml Volumen bestimmt. 

Falls nötig wurden die Proben weiter verdünnt und unter Sichtkontrolle Messungen 

durchgeführt. Die Proben wurden verdünnt bis die Dichte mit optimaler Erkennung er-

reicht war. Die Proben wurden auf eine Dichte von durchschnittlich  

59,10  35,14 Mio. Spermien pro ml eingestellt. 
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3.5.2.2 Aufbau und Funktionsweise des SpermVision® und AndroVision® 

Analysesystems 

Das genutzte System bestand aus folgenden Komponenten: 

• einem Mikroskop (Olympus BX41; Okular x10; Olympus Europa SE & Co. 

 KG, Hamburg) mit 

• Negativ-Hoch-Kontrast Objektiv (Planc N 20x/0.40Ph1; Olympus Europa SE 

 & Co. KG, Hamburg)  

• beheizbarem, ferngesteuertem Mikroskop-Tisch (Scan Stage) 

• angekoppelter Heizplatte (HT 300, Minitüb GmbH, Tiefenbach) 

• Joystick zur Steuerung des Mikroskop-Kreuztisches 

• Hochgeschwindigkeits-Digitalkamera (schwarz/weiß) mit einer Auflösung 

 von 101 Bildern/Sekunde (Basler avA 1000 – 100gc, Basler AG, Ahrensburg)  

• Rechner (Intel® Core™ i7; 3,4 GHz) mit 40 GB Festplatte und dem  

 Betriebssystem Microsoft Windows 7 Professional 

• SpermVision® Software Version 3.8 (Oktober 2011) bzw. 

AndroVision® Software (Mai 2014) installiert 

 

Beim SpermVision®–System wurde das Präparat automatisch an definierte Stellen 

unter dem Objektiv positioniert. Das AndroVision®–System hingegen verlangte eine 

manuelle Positionierung der Präparate mittels Joystick. Die Platzierungen wurden so 

gewählt, dass sämtliche Randbereiche der Längs-und Querseiten gemieden wurden 

und die Aufnahmen somit an zentral gelegenen Punkten erfolgten.  

 

Wiesen die auf den in Serie aufgenommenen Bildern dargestellten Partikel eine Über-

einstimmung mit den zuvor gewählten Einstellungen (Fläche von 10 bis 22 µm) auf, 

konnten sie als Spermien definiert werden. Pro Probe wurden mindestens  

500 Spermien oder 10 Felder gemessen. Zur Motilitätsanalyse wurden die Positionen 

der Spermien auf den verschiedenen Bildern verglichen und somit die Distanz ermit-

telt, die einzelne Samenzellen zurückgelegt hatten. Graphisch wurde dies durch farb-

lich unterschiedliche Markierung der dargestellten Partikel bzw. der zurückgelegten 

Strecke dargestellt. Alle vorgenommenen Einstellungen zur Spermienbeurteilung sind 

dem Anhang zu entnehmen (9.1 Einstellungen des SpermVision®- und AndroVision®-

Analysesystems). Für jede Messung wurde anhand der Spermienanzahl, des Mess-

volumens und des Verdünnungsfaktors die Dichte der Probe ermittelt. Ein Mittelwert 
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aller ermittelten Analysenwerte einer Probe ergab dann das endgültige Ergebnis. Es 

wurden sowohl die Zahlenwerte in Datenbanken, als auch Bilder und Videosequenzen 

automatisch vom SpermVision®-  bzw. AndroVision®-System gespeichert. 

 

3.6 Kryokonservierung 

Es wurden Mini- und Midi-Pailletten eingesetzt. Zuerst wurde eine  

Mini-Paillette (0,25 ml) mit Probenflüssigkeit befüllt. War das Volumen des verbliebe-

nen Sperma-Verdünner-Gemisches hoch genug, wurden weitere Mini- und  

Midi-Pailletten (0,50 ml) damit befüllt. Bei den Proben von 19 Nebenhoden reichte das 

Probenvolumen nur zur Befüllung einer Mini-Paillette aus.  

Die verwendeten Pailletten wurden zur Kennzeichnung etikettiert und das Sperma-

Verdünner-Gemisch mit einem Mikropipettor (Minitüb GmbH, Tiefenbach) aufgezogen. 

Der Verschluss der befüllten Pailletten erfolgte manuell durch das Einbringen von Ver-

schlusskugeln. Es schloss sich eine Äquilibrierungsphase von mindestens zwei Stun-

den in einer Styroporbox im Kühlschrank bei 4 °C an. Wurden die Proben mehrerer 

Hengste verarbeitet, kam es aus praktischen Gründen zu einer Verlängerung der Äqui-

librierungdsauer bis zu maximal 4 Stunden. Danach wurden die Pailletten im Stick-

stoffdampf weiter gekühlt. Hierzu wurde eine Einfriereinheit für 90 Pailletten  

(Minitüb GmbH, Tiefenbach) auf eine Höhe von zehn Zentimetern mit flüssigem Stick-

stoff befüllt. Ein Ladeblock für 20 Pailletten mit Schwimmrampe (Minitüb GmbH,  

Tiefenbach) wurde auf den Stickstoff gesetzt und darauf die Pailletten positioniert. So 

kühlten die Pailletten für 10 Minuten im Stickstoffdampf, 5 cm über dem flüssigen Stick-

stoff, weiter ab. Anschließend wurden die Pailletten mit einer vorgekühlten Pinzette in 

den Stickstoff gegeben, so dass sie am Boden der Einfriereinheit zum Liegen kamen 

und von hieraus direkt in den Aufbewahrungscontainer verbracht wurden. 

 

3.7 Auftauen 

Es wurden nur Mini-Pailletten aufgetaut und untersucht, um die Vergleichbarkeit aller 

Proben zu gewährleisten. Das Auftauen erfolgte frühestens 24 Stunden nach dem Ein-

frieren. Hierzu wurden die Pailletten aus dem Container entnommen und direkt für  

20 Sekunden bei 37 °C in einem Wasserbad aufgetaut. 
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3.8 Histologie 

Die Nebenhoden, aus denen kein Sperma gewonnen werden konnte, wurden histolo-

gisch aufbereitet. Dies war bei 13 Nebenhoden der Fall. Es handelte sich dabei um 

sechs Nebenhodenpaare und den extraabdominalen Nebenhoden eines kryptorchiden 

Hengstes. Die daraus angefertigten Schnitte wurden mit Hämatoxilyn-Eosin gefärbt 

und mikroskopisch beurteilt, ob Spermien vorhanden waren.  

Die Dehydrierung, Einbettung und Hämatoxylin-Eosin-Färbung wurde am Institut für 

Veterinär-Anatomie, -Histologie und Embryologie der Justus-Liebig-Universität,  

Gießen durchgeführt. 

 

3.8.1 Fixierung 

Die Nebenhodenstücke wurden in vorbeschriftete Einbettkassetten gelegt (Tissue-tek 

R, Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Netherlands) und mindestens sieben 

Tage in gepuffertes 10%iges Formalin eingelegt. Die Zusammensetzung des verwen-

deten Formalins zeigt Tabelle 13 (Anhang 9.2.3). 

 

3.8.2 Dehydrierung der Proben 

Nach der Fixierung wurden die Nebenhodenstücke über 48 Stunden in neutralem Puf-

fer gewaschen, wobei nach 24 Stunden der Puffer gewechselt wurde. Danach wurden 

die Organteile über 24 Stunden in 70%igen Alkohol gelegt. Die Zusammensetzung des 

verwendeten neutralen Puffers und des 70%igen Alkohols zeigen die Tabellen 14 und 

15 (Anhang 9.2.3). 

 

3.8.3 Einbettung 

Mittels aufsteigender Alkoholreihe erfolgte die weitere Dehydrierung der Proben (siehe 

Tabelle 16 im Anhang 9.2.3). Anschließend erfolgte die Einbettung mit einem Histo-

embeeder (Leica TP 1050; Leica Mikrosystem Vertrieb GmbH, Wetzlar). Dabei wurden 

die Präparate mit Paraffin bei 60 °C über 15 Minuten infiltriert. Anschließend wurden 

die einzelnen Proben in Bleiformen mit flüssigem Paraffinwachs (CN48.1; Carl Roth, 

Karlsruhe) überschichtet und auf einer Kühlplatte bei –4 °C aushärten gelassen. 
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3.8.4 Anfertigung der histologischen Präparate 

Die Paraffinblöcke wurden gekühlt, um eine optimale Schneidfähigkeit herbeizuführen. 

Mit dem Rotationsmikrotom Leica RM 2125 (Leica Mikrosysteme Nussloch GmbH, 

Nussloch) wurden 4 µm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden in einem mit 

destilliertem Wasser aufgefüllten, 35 bis 38 °C warmen Wasserbad (G FL 1052,  

Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel) zum Strecken aufgefangen. Es folgte 

das Aufziehen der Schnitte auf Objektträger (Assistent-Objektträger Elka 76 x 26 mm, 

Mattrand, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim/Rhön), die zuvor im 

klinikseigenen Labor mit APES (3-Aminopropyltrimethoxysilan) beschichtet worden 

waren (siehe Tabelle 17 im Anhang 9.2.3). Die APES-Beschichtung soll ein Ablösen 

der Schnitte vom Objektträger bei der Färbung verhindern. Anschließend wurden die 

Schnitte im Wärmeschrank (Memmert SL 40, Memmert, Schwabach) bei 38 °C über 

Nacht getrocknet. Bis zur Färbung erfolgte die Lagerung der Präparate bei Raumtem-

peratur. 

 

3.8.5 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Zur Visualisierung von Nebenhodengewebe und Spermien wurde eine Hämatoxylin-

Eosin-Färbung (HE-Färbung) durchgeführt. Das Färbeprotokoll ist in Tabelle 18  

(Anhang 9.2.3) beschrieben. Unmittelbar nach dem Färben wurden die Präparate mit 

Entellan® (Merck, Darmstadt) eingedeckt. 

 

3.8.6 Lichtmikroskopische Untersuchung 

Es wurden nur Präparate ausgewertet, die typische Gewebestrukturen darstellten und 

eine zufriedenstellende Qualität von Anschnitt und Färbung aufwiesen. Die Beurteilung 

erfolgte an einem Mikroskop mit positivem Phasenkontrast (Helmut Hund GmbH, 

Wetzlar) bei 1000-facher Vergrößerung (Objektiv 100x/1.25 Oel). 
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3.9 Statistische Methoden 

Die erhobenen Daten wurden mit Microsoft® Office Excel 2010 (Microsoft Corporation) 

erfasst und verwaltet.  

Die statistische Analyse erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk (LAN) 

der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereiches Veteri-

närmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen.  

Hierbei kamen folgende Programme des Statistikprogrammpaketes BMDP /Dynamic, 

Release 8.1 (DIXON, 1993) zum Einsatz: BMDP1D (einfache Datenbeschreibung) und 

BMDP2V (ein- und mehrfaktorielle Varianzanalyse bzw. Kovarianzanalyse mit Mess-

wiederholungen). 

 

Bei den morphologisch veränderten Spermien waren lediglich die Formen „Plasma-

tropfen am Hals“ und „Plasmatropfen gesamt“ normalverteilt. Da hier nur der Faktor 

Verdünner vorlag, konnten diese Daten dem t-Test für abhängige Stichproben mit dem 

Programm BMDP3D und einer einfaktoriellen Kovarianzanalyse mit Messwiederholun-

gen (BMDP2V) unterzogen werden. Bei den rechtsschief verteilten Daten der anderen 

Pathomorphologien wurden die Zählergebnisse von „Riesenkopf“, „Lanzenform“,  

„Kolbenform“, „schmal“, „deformiert“, „Doppelkopf“, „Spatelform“, „abaxialer Schwanz-

ansatz“, „paraxialer Schwanzansatz“, „retroaxialer Schwanzansatz“, „Halsbruch“,  

„aufgerollt“, „um Kopf gerollt“, „abgeknickt“ und „Doppelschwanz“ mit Hilfe der 

multiplen Poisson-Regression für gemischte hierarchische Modelle (Programm R 

3.2.3, 2015, Free Software Foundation´s GNU project, R-packages MASS, nlme und 

psych, R-Funktion glmmPQL) ausgewertet. Dabei wurde die hierarchische Zugehörig-

keit der Proben zu einem bestimmten Alpakahengst als zufällige zusätzliche Einfluss-

größe berücksichtigt. 

Die Analyse der Merkmale „Zwergkopf“, „Schleifenform“, „lose Köpfe“ und  

„Kopfkappen nicht vorhanden“ erfolgte durch Verwendung der negativen Binomialver-

teilung für gemischte hierarchische Modelle (Programm R 3.2.3, 2015, Free Software 

Foundation´s GNU project, R-package MASS, nlme und psych, R-Funktion  

glmmPQL). Dabei wurde die hierarchische Zugehörigkeit der Proben zu einem be-

stimmten Alpakahengst als zufällige zusätzliche Einflussgröße berücksichtigt. 

Die normalverteilten und daher mittels BMDP /Dynamic- Software (DIXON, 1993) 

 analysierten Daten wurden als prozentualer Anteil bezogen auf alle ausgezählten 

Spermien der jeweiligen Probe (= 100%) angegeben. 
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Bei den nicht normalverteilten Daten, die mit dem Statistikprogramm R3.2.3 (2015, 

Free Software Foundation´s GNU project, R-package MASS, nlme und psych, 

R-Funktion glmmPQL) ausgewertet worden waren, erfolgte die Wiedergabe als Zähl-

ergebnis bezogen auf 200 ausgezählte Spermien je Probe. 

 

Die graphische Darstellung der Daten geschah mit Microsoft® Office Excel 2010 

(Microsoft Corporation). 

 

Zur einfachen Datenbeschreibung erfolgten bei quantitativen, annähernd normalver-

teilten Merkmalen die Angabe des arithmetischen Mittelwertes (x̅), der Standardabwei-

chung (SD), des Minimums (Min.) und des Maximums (Max.) in der Form (x̅)  . (SD) 

(Min.; Max.). 

Bei starker Streuung wurde ergänzend der Median ermittelt und die graphische Dar-

stellung erfolgte als Boxplot (Box-and-Whisker-Plot) mittels Quartilen (Q1 und Q3), 

Median, Minimum (Min.) und Maximum (Max.). 

 

Das Signifikanzniveau betrug bei der Bewertung der statistischen Analysen  = 0,05. 

Ergebnisse mit p ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. 

 

  



47 
 

4 Ergebnisse 

 

4.1 Hodenmaße 

Die Hoden der Hengste, deren Sperma in die Untersuchung eingingen, wiesen durch-

schnittlich eine Länge von 5,40  0,94 cm, eine Breite von 3,70  0,66 cm, eine Höhe 

von 3,30  0,61 cm und ein Volumen von 36,10  18,90 cm3 auf. Sämtliche Messdaten 

dieser Probanden sind in Tabelle 20 (Anhang 9.3) dargestellt. 86,20 % der Hengste 

wiesen Unterschiede im Volumen von linkem und rechtem Hoden auf. Dies hatte kei-

nen signifikanten Effekt auf die erhobenen spermatologischen Parameter. 

Die Hengste, deren Nebenhoden histologisch untersucht wurden, besaßen durch-

schnittlich Hoden mit einer Länge von 4,40  1,10 cm, einer Breite von 2,60  0,80 cm, 

einer Höhe von 2,60  0,90 cm und einem Volumen von 18,80  22,10 cm3. Alle erho-

benen Werte dieser Tiere finden sich in Tabelle 19 (Anhang 9.3). 

 

4.2 Erfolgsquote  

Es konnte aus 65 von 78 Nebenhoden Sperma zur Untersuchung gewonnen werden.  

Die Erfolgsquote der Spermagewinnung betrug bezogen auf alle Tiere 83 %. Der  

Median des Alters der 29 Hengste, von denen Sperma in die vorliegende Untersu-

chung einging betrug 36 Monate (Min. 24 Monate; Max. 60 Monate). Der Median des 

Alters der Hengste, von denen kein Sperma gewonnen werden konnte (n = 7) betrug 

24 Monate (Min. 24 Monate; Max. 96 Monate). Abbildung 14 stellt die Altersverteilung 

aller 40 Probanden dar. Bei den Tieren, aus deren Nebenhoden kein Sperma gewon-

nen werden konnte, fällt auf, dass Minimum, erstes Quartil und Median den gleichen 

Wert (24 Monate) aufwiesen. Das dritte Quartil, d. h. der Bereich, in dem bis zu 75 % 

der Proben lagen, war bei dieser Probandengruppe 18 Monate niedriger als bei den 

Tieren, aus deren Nebenhoden Sperma gewonnen werden konnte. 
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Abb. 3: Darstellung der Altersverteilung der Hengste (n = 40) mittels Box-and-Whisker-

Plot. Die Box entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50 % der Daten 

liegen. Der kurze horizontale Strich in der Box ist der Median, der zentrale 

Wert der Datenverteilung. Die kurzen horizontalen Striche außerhalb der Box 

sind minimales und maximales Alter.  

 

 

4.3 Mikroskopische Untersuchung vor Kryokonservierung 

 

4.3.1 Supravitalfärbung 

Nach Gewinnung waren durchschnittlich 76,70  11,60 % (Min. 41,00 %;  

Max. 92,50 %) der Spermien vital. Der für beide Nebenhoden bzw. eingesetzten Ver-

dünner getrennt ermittelte prozentuale Anteil lebender und toter Spermien ist in  

Tabelle 4 dargestellt. 

 



49 
 

Tab. 4: Anteil lebender und toter Spermien (%) der aus 58 Nebenhoden gewonnenen 

Samenzellen vor Kryokonservierung; dargestellt durch Angabe von 

arithmetischem Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum (Min.), 

Maximum (Max.) und Median (Med.) 

Parameter 
Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anzahl lebende  

Spermien (%) in der 

Probe direkt  

nach Gewinnung 

links/ 

Andromed® 
74,50  11,62 45,00 88,50 75,50 

rechts/ 

Triladyl® 
78,88  10,55 41,00 92,50 80,50 

Anzahl tote  

Spermien (%) in der 

Probe direkt  

nach Gewinnung 

links/ 

Andromed® 
25,50  11,62 11,50 55,00 24,50 

rechts/  

Triladyl® 
21,12  10,55 7,50 59,00 19,50 

 

 

4.3.2 Spermienmembranintegrität 

Im Mittel zeigten 69,50  10,48 % der Spermien in 58 Proben nach Gewinnung im 

hypoosmotischen Schwelltest (HOS-Test) einen aufgerollten Schwanz (Tabelle 5). 
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Tab. 5: Anteil Spermien mit „curled tail“ und „not curled“ (%) vor Kryokonservierung 

(n = 58); arithmetischer Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum 

(Min.), Maximum (Max.) und Median (Med.) aufgeführt 

Parameter 
Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anzahl Spermien mit 

„curled tail“ (%) in der 

Probe direkt  

nach Gewinnung 

links/ 

Andromed® 
69,71  10,31 43,00 87,00 71,00 

rechts/ 

Triladyl® 
69,33  10,84 41,00 89,00 68,50 

Anzahl Spermien  

„not curled“ (%) in der 

Probe direkt  

nach Gewinnung 

links/ 

Andromed® 
30,29  10,31 13,00 57,00 29,00 

rechts/ 

Triladyl® 
30,67  10,84 11,00 59,00 31,50 

 

 

4.3.3 Pathomorphologie 

Durchschnittlich 38,40  12,69 % (Min. 17,00 %; Max. 72,50 %) der Spermien waren 

pathomorphologisch verändert (Plasmatropfen nicht berücksichtigt). 

In Tabelle 6 ist die gesamte Anzahl pathomorphologischer Spermien in 58 Proben für 

beide Nebenhoden bzw. Verdünner getrennt dargestellt. 
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Tab. 6: Darstellung der prozentualen Anteile morphologisch veränderter Spermien (%) 

in den Proben direkt nach Gewinnung (n = 58) anhand von arithmetischem 

Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum (Min.), Maximum (Max.) 

und Median (Med.) 

Morphologische Ver-

änderung 

Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anomale gesamt, direkt 

nach Gewinnung  

(ohne Plasmatropfen) 

links/ 

Andromed® 
39,43  13,76 18,00 72,50 39,43 

Anomale gesamt, direkt 

nach Gewinnung  

(ohne Plasmatropfen) 

rechts/ 

Triladyl® 
37,33  11,93 7,00 65,00 37,50 

 

 

Die Ergebnistabellen 21 und 22 im Anhang (9.3) geben die Werte einzelner Pathomor-

phologien der Proben vor Kryokonservierung wieder. 
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4.4 Computer assisted sperm analysis (CASA) vor Kryokonservierung 

 

4.4.1 Dichte 

Die initiale Dichte lag im Mittel bei 108,80  83,28 Mio./ ml (Min. 12,30 Mio./ ml;  

Max. 475,90 Mio./ ml). Die große tierindividuelle Varianz der Dichtewerte bedingt die 

weite Spannbreite der Werte. Abbildung 4 stellt die Dichteverteilung einzelner Proben 

(n = 58) dar und veranschaulicht das Ausmaß der Spannbreite der Werte. 

 

 

Abb. 4: Dichte (Mio./ ml) der Samenproben (n = 58) einzelner Tiere aus den Neben-

hoden von Alpakas mit Andromed®- bzw. Triladyl®-Zusatz. 

 

 

Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,44) der Dichte zwischen 

den Proben der linken Nebenhoden mit Andromed® und den Proben der rechten  

Nebenhoden mit Triladyl®. Dies wird in Abbildung 5 anschaulich. 

In Abbildung 5 sind die Dichtewerte der 58 Proben nach Nebenhodenseite bezie-

hungsweise Verdünner getrennt zusammengefasst und dargestellt. Der Median der 

Proben mit Andromed® lag bei 93,40 Mio./ ml und der Median der Proben mit Triladyl® 

lag bei 93,80 Mio./ ml. Die Dichtewerte des ersten Quartils, d. h. des Bereiches in dem 

25 bis 50 % der Proben liegen, wiesen nur eine geringe Differenz von 3 Mio./ ml auf. 

Die Werte des dritten Quartils, d. h. des Bereiches in dem 50 bis 75 % der Proben 

liegen, divergierten mit 11 Mio./ ml Unterschied. 
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Abb. 5: Box-and-Whisker-Plot für die initiale Dichte (Mio./ ml) der Samenproben  

(n = 58) von Alpakahengsten nach Nebenhodenseite beziehungsweise Ver-

dünner getrennt dargestellt. Die Box gibt den Bereich an, in dem 25 bis 75 % 

der Werte liegen. Der Strich in der Mitte der Box ist der Median, unterhalb 

dessen 50 % der Werte liegen. Zudem sind Minimum und Maximum (−)  

dargestellt. 

 

4.4.2 Motilität 

Die durchschnittliche Motilität der Proben lag bei 53,30  18,17 % (Min. 19,30 %; 

 Max. 92,00 %). In Tabelle 7 sind die Motilitätswerte der 58 Proben für jede Nebenho-

denseite bzw. Verdünner getrennt aufgeführt. 
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Tab. 7: Arithmetischer Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum (Min.), 

Maximum (Max.) und Median (Med.) motiler und immotiler 

Nebenhodenspermien (%) von Alpakahengsten vor der Kryokonservierung  

(n = 58) 

Parameter 
Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anzahl motiler  

Spermien (%) der 

Probe direkt  

nach Gewinnung 

links/ 

Andromed® 
54,30  18,17 19,30 92,00 52,50 

rechts/ 

Triladyl® 
52,25  18,43 19,30 89,10 47,90 

Anzahl immotiler  

Spermien (%) der 

Probe direkt  

nach Gewinnung 

links/ 

Andromed® 
45,70 18,17 8,00 80,70 47,50 

rechts/ 

Triladyl® 
47,75  18,43 10,90 80,70 52,10 

 
 

4.5 Histologie 

Es befanden sich in 23 % der histologischen Präparate Spermien in den Nebenhoden 

der sieben Tiere, von denen kein Sperma gewonnen werden konnte. Die histologi-

schen Präparate, in denen Spermien nachgewiesen worden waren, stammten von Tie-

ren im Alter von 2, 2 und 4 Jahren. In 77 % der histologischen Präparate waren keine 

Spermien in den Nebenhoden nachweisbar. Diese Präparate stammten von drei Tie-

ren im Alter von 2 Jahren und einem Hengst mit 8 Jahren.  

 

Die Abbildungen 6 und 7 zeigen Anschnitte von Nebenhodengängen im Bereich des 

Nebenhodenschwanzes.  
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Abb. 6: Anschnitt des Nebenhodenganges eines Alpakahengstes (2 Jahre alt) ohne 

Spermien. Hämatoxylin-Eosin-gefärbtes Präparat, 200-fache Vergrößerung. 

Im Lumen (   ) des Ductus epididymidis (      ) waren keine Spermien detek-

tierbar. 

 

 

 

 

Abb. 7: Anschnitt des Nebenhodenganges eines Alpakahengstes (2 Jahre alt) mit 

Spermien. Hämatoxylin-Eosin-gefärbtes Präparat, 200-fache Vergrößerung. 

Im Lumen (   ) des Ductus epididymidis (     ) befand sich ein Konglomerat mit 

Zelldebris und Spermien (  ).  
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4.6 Mikroskopische Untersuchung nach Kryokonservierung 

 

4.6.1 Supravitalfärbung 

In den 58 aufgetauten Proben lebten durchschnittlich 28,80  19,48 % der Spermien. 

Dabei lag das Minimum bei 0 % und das Maximum bei 72,50 %. In Tabelle 8 ist der 

Anteil lebender und toter Spermien nach Nebenhodenseite bzw. Verdünner getrennt 

dargestellt. 

 

Tab. 8: Prozentsatz lebender und toter Nebenhodenspermien von Alpakahengsten in 

den Proben nach Kryokonservierung (n = 58)  unter Angabe von 

arithmetischem Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum (Min.), 

Maximum (Max.) und Median (Med.)

Parameter 
Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anzahl lebende  

Spermien (%) in der 

aufgetauten Probe 

links/ 

Andromed® 
24,66  18,96 0,00 63,00 22,00 

rechts/ 

Triladyl® 
33,02  19,40 1,00 72,50 28,50 

Anzahl tote  

Spermien (%) in der 

aufgetauten Probe 

links/ 

Andromed® 
75,34  18,96 37,00 100,00 78,00 

rechts/ 

Triladyl® 
66,98  19,40 27,50 99,00 71,50 

 

 

4.6.2 Spermienmembranintegrität 

Nach Kryokonservierung waren 30,90  13,82 % (Min. 0,50 %; Max. 64,00 %) der 

Spermien intakt, d. h. sie hatten einen aufgerollten Schwanz. Tabelle 9 zeigt die  

Ergebnisse des hypoosmotischen Schwelltests (HOS-Tests).  
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Tab. 9: Anteil Spermien mit „curled tail“ und „not curled“ (%) von Alpakahengsten 

nach dem Auftauen; es wurden Proben von 58 Nebenhoden ausgewertet; die 

Darstellung erfolgt durch Angabe von arithmetischem Mittelwert (x̅), Standard- 

abweichung (SD), Minimum (Min.), Maximum (Max.) und Median (Med.) 

Parameter 
Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anzahl Spermien mit 

„curled tail“ (%) in der 

aufgetauten Probe 

links/ 

Andromed® 
28,72  11,89 9,50 50,00 30,00 

rechts/ 

Triladyl® 
33,07  15,41 0,50 64,00 31,00 

Anzahl Spermien  

„not curled“ (%) in der  

aufgetauten Probe 

links/ 

Andromed® 
71,28  11,89 50,00 90,50 70,00 

rechts/ 

Triladyl® 
66,93  15,41 36,00 99,50 69,00 

 

 

4.6.3 Pathomorphologie 

Der mittlere Wert pathomorphologisch veränderter Spermien lag bei 44,10  17,00 % 

(Min. 17,00 %; Max. 69,50 %). Bei dieser Zahl wurden Plasmatropfen nicht berück-

sichtigt. Tabelle 10 zeigt die Gesamtzahl der Anomalien in 58 Proben für beide Neben-

hoden bzw. Verdünner getrennt aufgelistet. 
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Tab. 10: Prozentualer Anteil morphologisch veränderter Nebenhodenspermien von 

Alpakas insgesamt nach dem Auftauen (n = 58); es sind arithmetischer 

Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum (Min.), Maximum (Max.) 

und Median (Med.) aufgeführt 

Morphologische  

Veränderung 

Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anomale gesamt in der 

aufgetauten Probe 

(ohne Plasmatropfen) 

links/ 

Andromed® 
44,22  12,40 17,00 69,50 43,50 

Anomale gesamt in der 

aufgetauten Probe 

(ohne Plasmatropfen) 

rechts/ 

Triladyl® 
43,98  12,86 19,00 66,00 45,50 

 

Im Anhang geben die Ergebnistabellen 23 und 24 die deskriptive Statistik einzelner 

Pathomorphologien der aufgetauten Proben wieder. 
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4.7 Computer assisted sperm analysis (CASA) nach Kryokonservierung 

 

4.7.1 Motilität 

Die aufgetauten Proben (n = 58) wiesen im Mittel eine Motilität von 10,30  9,04 % 

(Min. 0,30 %; Max. 34,00 %) auf. Tabelle 11 zeigt alle gemessenen Motilitätswerte 

nach Kryokonservierung. 

 

Tab. 11: Prozentualer Anteil motiler und immotiler Spermien von Alpakas nach der 

Kryokonservierung in 58 Proben (x̅  SD, Min., Max., Med.) 

Parameter 
Nebenhoden/ 

Verdünner 
x̅  SD Min. Max. Med. 

Anzahl motiler  

Spermien (%) in der  

aufgetauten Probe 

links/ 

Andromed® 
9,95  8,83 0,60 34,00 6,90 

rechts/ 

Triladyl® 
10,70  9,38 0,30 31,20 7,00 

Anzahl immotiler  

Spermien (%) in der  

aufgetauten Probe 

links/ 

Andromed® 
90,05  8,83 66,00 99,40 93,10 

rechts/ 

Triladyl® 
89,30  9,38 68,80 99,70 93,00 

 

 

4.8. Wirksamkeit der Faktoren Verdünner, Kryokonservierung und  

Hodenvolumen 

 

4.8.1. Auswirkungen von Verdünner und Kryokonservierung auf die Motilität 

Der Verdünner hatte vor (p = 0,54) und nach Kryokonservierung (p = 0,77) keinen 

statistisch signifikanten Effekt auf die Motilität. 

Das Einfrieren hatte eine hoch signifikante Wirkung auf die Anzahl motiler Spermien 

(p < 0,0001).  

Die Wechselwirkung der beiden Faktoren Verdünner und Einfrieren wirkte sich statis-

tisch nicht signifikant auf die Motilität aus (p = 0,31). 

Der prozentuale Anteil motiler Spermien in Andromed®- und Triladyl®-konservierten 
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Proben vor und nach Kryokonservierung (n = 58) ist in Abbildung 8 dargestellt. 

Die Mediane (Zentralwerte) der Andromed®- und Triladyl®-Proben differierten um  

4,60 % vor und um 0,10 % nach Kryokonservierung. Die Werte der Quartile 1 und 3 

wichen maximal um 4,45 % voneinander ab. Diese Datenverteilung zeigt, dass der 

Verdünner keinen signifikanten Effekt hatte. 

Im Vergleich der Werte vor und nach Kryokonservierung fielen dagegen signifikante 

Unterschiede auf. So betrug der Median der Andromed®-behandelten Proben vor  

Kryokonservierung 52,50 % und nach Kryokonservierung 6,90 % Motilität. Der Median 

der Triladyl®-behandelten Proben betrug vor Kryokonservierung 47,90 % und nach  

Kryokonservierung 7,00 % Motilität.  

 

 

Abb. 8: Box-and-Whisker-Plot für Motilität der Andromed®- und Triladyl®-

konservierten Samenproben (n = 58) vor und nach Kryokonservierung. Die 

Box gibt den Bereich an, in dem 25 bis 75 % der Werte liegen. Der Strich in 

der Mitte der Box ist der Median, der zentrale Wert der  

Datenverteilung, unterhalb dessen 50 % der Werte liegen. Die kurzen 

horizontalen Striche außerhalb der Box sind Minimum und Maximum der  

Motilität. 
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4.8.2 Auswirkungen von Verdünner und Kryokonservierung auf Eosin-G- 

Färbung und hypoosmotischen Schwelltest 

Vor Kryokonservierung wirkte sich der Faktor Verdünner isoliert betrachtet nicht statis-

tisch signifikant auf die Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung aus (p = 0,12). Die  

Methode, d. h. ob Eosin-G-Färbung oder HOS-Test angewandt wurden, hatte statis-

tisch hoch signifikante Auswirkungen auf die Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung  

(p < 0,0001). Dies bestätigt Auffälligkeiten bei initialer Gegenüberstellung der Ergeb-

nisse der Eosin-G-Färbung und des HOS-Tests. Dabei fielen bei 56 % der Präparate 

Unterschiede zwischen der Anzahl lebender und intakter Spermien von über 5 % auf. 

Die Wechselwirkung zwischen Verdünner und Methode überschritt das Signifikanz- 

niveau (p = 0,0171).  

 

Nach Kryokonservierung war die Auswirkung des Verdünners (p = 0,0069) und die 

Wechselwirkung zwischen Verdünner und Methode (p = 0,0069) statistisch signifikant. 

Die Methode hatte jedoch keine statistisch signifikanten Effekte auf die Ergebnisse der 

Vitalitätsbestimmung (p = 0,12). 

Der Einfluss von Verdünner und Methode auf die Vitalitätsbestimmung äußerte sich in 

den statistisch signifikanten Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren.  

 

Die Kryokonservierung hatte eine hoch signifikante Wirkung (p  0,0001) auf die Vita-

lität. Dadurch unterschied sich die Anzahl vitaler bzw. intakter Spermien vor und nach 

Kryokonservierung statistisch signifikant. Die Wechselwirkung zwischen Einfrieren und 

Methoden (p = 0,0009) war ebenso statistisch signifikant.  

 

Der Vergleich des Anteils vitaler Spermien in Eosin-G-Ausstrich und HOS-Test stellt 

Abbildung 9 dar.  

Die Mittelwerte unterschieden sich bezüglich der Methode bei den frischen  

Andromed®-behandelten Proben um 4,79 % und bei den Triladyl®- behandelten  

Proben um 9,55 %. Dies veranschaulicht die statistische Signifikanz der Methode vor 

Kryokonservierung. Nach Kryokonservierung war die Differenz zwischen den Verdün-

nern von bis zu 8,64 % bei Eosin-G-Ausstrichen signifikant. 
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Abb. 9: Vitalität der Nebenhodenspermien von Alpakas in Eosin-G-Ausstrich und 

hypoosmotischem Schwelltest (HOS-Test) für Andromed®- und Triladyl®- 

behandelte Proben (n = 58) jeweils frisch und aufgetaut aufgezeigt. Darge-

stellt als Mittelwert (x̅) mit Standardabweichung (SD). 

 

4.8.3 Auswirkungen von Verdünner und Kryokonservierung auf die Pathomor-

phologie 

Die Gesamtzahl veränderter Spermien wurde durch den Verdünner vor (p = 0,52) und 

nach Kryokonservierung (p = 0,78) nicht statistisch signifikant beeinflusst.  

Die Kryokonservierung hatte statistisch signifikante Auswirkungen auf das Auftreten 

von Anomalien (p = 0,0048). Anhand des Anteils pathomorphologischer Spermien kön-

nen somit gefrierbedingte Schäden der Spermien nachvollzogen werden.  

Der prozentuale Anteil pathomorphologisch veränderter Spermien vor und nach Kryo-

konservierung für Andromed®- und Triladyl®- behandelte Proben zeigt Abbildung 10.  

Die Mediane der Andromed®- und Triladyl®- behandelten Proben wichen vor oder 

nach Kryokonservierung maximal 2 % voneinander ab. Die Zentralwerte desselben 

Verdünners vor und nach Kryokonservierung differierten dagegen bis zu 8 % 

(Triladyl®). Dies spiegelt die signifikante Wirkung der Kryokonservierung auf den An-

teil pathomorphologischer Spermien wider.  
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Abb. 10: Box-and-Whisker-Plot für den Anteil pathologisch veränderter Spermien von 

Alpakahengsten Andromed®- und Triladyl®-konservierter Proben (n = 58) vor 

und nach Kryokonservierung. Die Box gibt den Bereich an, in dem 25 bis 75 

% der Werte liegen. Der Strich in der Mitte der Box ist der Median, unterhalb 

dessen 50 % der Werte liegen. Zudem sind Minimum und Maximum (−)  

dargestellt. 

 

Die Abbildungen 11, 12 und 13 zeigen typische pathomorphologische Veränderungen 

von Alpakaspermien. 
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Abb. 11: Spermac®-Färbung, kryokonserviertes Alpakasperma, 1000-fache 

Vergrößerung mit Immersionsöl. a: Spermium mit Kolbenform des Kopfes, 

b: aufgerollter Schwanz, c: Spermium mit schleifenförmigem Schwanz,  

d: Spermium mit undeutlich angefärbtem Plasmatropfen,  

e: physiologisches Spermium. 

 

 

Abb. 12: Spermac®-Färbung, kryokonserviertes Alpakasperma, 1000-fache 

Vergrößerung mit Immersionsöl. f: Halsbruch, g: Spermium mit deformiertem 

Kopf, e: physiologisches Spermium. 
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Abb. 13: Spermac®-Färbung, kryokonserviertes Alpakasperma, 1000-fache  

Vergrößerung mit Immersionsöl. h: Spermium mit abgelöstem Akrosom,  

i: Spermium mit vorhandenem Akrosom. 

 

 

4.9 Effekte des Hodenvolumens 

Das Hodenvolumen hatte auf die Motilität vor (p = 0,36) und nach (p = 0,17) Kryo- 

konservierung keinen statistisch signifikanten Einfluss.  

Auf die Ergebnisse der Supravitalfärbung und des HOS-Tests hatte das Hodenvolu-

men vor (p = 0,82) und nach (p = 0,24) Kryokonservierung keinen signifikanten Ein-

fluss. 

Auf den Anteil pathomorphologischer Spermien wirkte sich das Hodenvolumen  

vor (p = 0,70) und nach (p = 0,93) Kryokonservierung nicht statistisch signifikant aus. 

Auf das Vorkommen einzelner Anomalien hatte das Hodenvolumen keine signifikante 

Wirkung. Dies wurde durch Einbezug der Kovariablen Hodenvolumen in die multiple 

Poisson-Regression und in das generalisierte lineare Modell mit Verwendung der ne-

gativen Binomialverteilung verifiziert. Die Ergebnisse dieser Analysen finden sich unter 

9.3 im Anhang in Tabelle 25. Mit Hilfe der einfaktoriellen Kovarianzanalyse wurde er-

mittelt, dass das Hodenvolumen keine statistisch signifikante Wirkung auf die Gesamt-

zahl der Samenzellen mit Plasmatropfen (p = 0,39) hatte. 
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5 Diskussion 

 

5.1 Diskussion der Fragestellung 

In der Literatur ist die Gewinnung von Sperma aus den Nebenhoden beim Alpaka be-

schrieben. Zumeist wurden dazu die Nebenhoden post castrationem oder post mortem 

abgetrennt und anschließend zerkleinert (Kershaw-Young und Maxwell 2011; Choez 

et al. 2014; Morton et al. 2010a; Morton et al. 2010b). 

 

Eine deutlich reduzierte Spermaqualität nach Kryokonservierung dieses Nebenho-

denspermas war bereits festgestellt worden (Morton et al. 2010b; Santiani et al. 2005). 

Artübergreifend betrachtet sterben bis zu 50 % der Spermien während der Kryokon-

servierung ab (Holt 2000a; Watson 2000). Die Ursachen hierfür sind bis dato nicht 

vollständig identifiziert. Ungleiche Toleranzen der Spermien gegenüber Gefrierprozes-

sen treten speziesabhängig auf. Gleichzeitig können die Spermien von Individuen  

einer Art massive Unterschiede hinsichtlich der Verträglichkeit von Gefrierprozessen 

aufweisen. 

Bezüglich epididymalen Alpakaspermas wurden in der Literatur unterschiedliche Vor-

gehensweisen der Kryokonservierung geschildert. Dabei kamen verschiedene Ver-

dünner (Morton et al. 2007), Kryoprotektoren (Terreros et al. 2015; Choez et al. 2014) 

und Gefriermethoden (Morton et al. 2010b) zum Einsatz. Die Anwendung von  

Andromed® (Abraham et al. 2016) und Triladyl® (Gómez-Quispe et al. 2016a) als Ver-

dünner ist beschrieben. 

Bisher gab es kein standardisiertes Protokoll für die Kryokonservierung epididymalen 

Alpakaspermas, welches von seinen Ergebnissen befriedigte. Zudem wurden bisher 

nicht beide Verdünner vergleichend getestet. 

Ziel dieser Arbeit war es daher Sperma aus den Nebenhoden von Alpakahengsten 

durch Anschneiden zu gewinnen und zu testen, ob sich ein Protokoll mit den Verdün-

nern Andromed® und Triladyl® zur Kryokonservierung unter den vorliegenden Labor-

bedingungen etablieren lässt. Veränderungen der Spermaparameter durch die Ge-

frier- und Auftauvorgänge wurden durch Untersuchung der Proben vor und nach  

Kryokonservierung beurteilt. Zudem sollten zwei Methoden der Vitalitätsbestimmung 

von Samenzellen vergleichend bewertet werden. 
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5.2 Diskussion der Methodik 

 

5.2.1 Auswahl der Probanden 

Alle zur Probengewinnung eingesetzten Hengste gehörten zur Rasse Huacaya. Vor-

liegende Studien wurden ebenfalls an Huacaya-Hengsten durchgeführt  

(Santiani et al. 2005; Meza et al. 2018) oder es fehlten Angaben über die Rasse  

(Santiani et al. 2016; Choez et al. 2017; Morton et al. 2010a). 

Entgegen einiger Studien, deren Probanden ein Mindestalter von 3 Jahren erreicht 

haben mussten (Choez et al. 2017; Mamani-Mango et al. 2019; Terreros et al. 2015), 

wurden in der vorliegenden Arbeit Tiere ab 2 Jahren eingesetzt. Bisher bezog lediglich 

eine Untersuchung Hengste dieses Alters ein (Morton et al. 2007). Daher sollte vorlie-

gende Arbeit prüfen, ob bei Hengsten dieser Altersklasse Nebenhodensperma gewon-

nen werden kann. Die Alters-Spannweite wurde so gewählt, dass mit einer physiolo-

gisch ablaufenden Produktion und Reifung der Spermien gerechnet werden konnte 

(Smith et al. 1994). Die Hengste, aus deren Nebenhoden Sperma gewonnen wurde, 

waren durchschnittlich 40,56  15,60 Monate (Min. 24 Monaten;  

Max. 72 Monate) alt. Die Notwendigkeit der Einbeziehung von jungen Hengsten in der 

vorliegenden Studie ergab sich daraus, dass Alpakahengste in der Regel in einem 

jungen Lebensalter kastriert werden. 

Das durchschnittliche Alter der Hengste bei Morton et al. (2010b; 2007) reichte von 

22,50  0,90 Monaten bis 33,90  3,90 Monate. Kershaw-Young und Maxwell (2011)  

erwähnen ein Durchschnittsalter der Probanden von 85,00  24,10 Monaten. 

 

Es wurde keine Selektion der Probanden oder gewonnenen Spermien durchgeführt.  

Keiner der Probanden war zuvor im Zuchteinsatz. 

Dies stand im Gegensatz zu einigen Veröffentlichungen, in denen nur Proben mit einer 

zuvor definierten Mindestqualität (Gómez-Quispe et al. 2016a; Kershaw-Young und 

Maxwell 2011; Durand et al. 2016; Choez et al. 2017; Santiani et al. 2016) verwendet 

wurden. Andere Studien setzten ausschließlich Hengste ein, deren Fruchtbarkeit be-

reits erwiesen war (Perez et al. 2014; Meza et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit 

wurde bewusst keine Selektion der Tiere oder gewonnenen Proben durchgeführt, um 

keine Ergebnisse zu erhalten, die nur für eine kleine Gruppe von Tieren zutreffen. Ziel 

war es, einen repräsentativen Überblick der Spermaqualität aller eingesetzten Proban-

den zu erhalten und damit der Situation in der Praxis nahezukommen. 
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5.2.2 Spermagewinnung 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Nebenhoden nicht in Stücke zerteilt, um die 

Kontamination mit Blut zu minimieren. Erythrozyten können negative Auswirkungen 

auf die Kryokonservierung und die Erkennbarkeit der Spermien durch das eingesetzte 

CASA-System haben.  

Bei der Spermagewinnung aus dem Nebenhoden ist die Stärke der Kontamination mit 

Blut vom Zerteilungsgrad des Gewebes abhängig. Werden die Nebenhoden zerklei-

nert, sind teils Zentrifugation und Waschen zur Eliminierung der Kontamination not-

wendig. Dies führt zur Hämolyse der Erythrozyten. Bei der Kryokonservierung verur-

sachen Gefrier- und Auftauvorgänge ebenfalls hämolytische Prozesse, die zur Freiset-

zung von Hämoglobin aus den Erythrozyten führen. Hämoglobin wurde als Verursa-

cher von negativen Auswirkungen auf die Spermaqualität angesehen  

(Rijsselaere et al. 2004). Die negativen Auswirkungen von Blutbeimengung auf die 

Kryokonservierung von Sperma wurden in der Literatur bereits diskutiert  

(Rijsselaere et al. 2004). Während geringgradige Blutbeimengungen keine Auswirkun-

gen auf porcines Sperma hatten, konnten bei equinen und caninen Spermien negative 

Effekte nachgewiesen werden.  

Abweichend vom Vorgehen der vorliegenden Arbeit wurden in der Literatur die Neben-

hoden meistens in kleine Stücke zerteilt und in unterschiedliche Ausschwimmmedien 

für Spermien gegeben. So finden sich Angaben über den Einsatz von PBS-BSA 

(Kershaw-Young und Maxwell 2011) und verschiedener Verdünner, z. B. Androhep® 

(Morton et al. 2010a; Morton et al. 2007), Andromed® (Abraham et al. 2016), Tris-

Eigelb- und Bioxcell®-Verdünner (Mamani-Mango et al. 2019).  

 

Eine Alternative hätte die retrograde Spülung des Nebenhodenschwanzes durch den 

Ductus deferens dargestellt. Diese Methode ist bis dato unter anderem bei Bulle  

(Papa et al. 2015), Hengst (Papa et al. 2008), Rüde (Hori et al. 2015), Spix-Gelbzahn-

meerschweinchen (Silva et al. 2017) und Iberiensteinbock (Santiago-Moreno et al. 

2009) beschrieben. Bei Cameliden wurde die Methode zuerst bei Dromedaren einge-

setzt (Monaco et al. 2016). Dabei traten trotz der Tier- und somit Nebenhodengröße 

einige Probleme auf. Dazu zählten fehlerhafte Katheterisierung und Ruptur des Ductus  

deferens, sowie Austritt von Puffer an den Einschnittsstellen. Daher konnten aus  
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4 von 18 Nebenhoden keine Spermien, und aus 4 von 18 Nebenhoden nur wenige 

Spermien gewonnen werden (Monaco et al. 2016). 

Mamani-Mango et al. (2019) verglichen die Methoden der retrograden Spülung und 

der Zerkleinerung und Ausschwimmenlassen der Spermien bei Nebenhoden vom Al-

paka. Die durchschnittliche Dichte der Proben aus retrograder  

Spülung (25,1  17,6 Mio.) war signifikant niedriger als bei den Proben nach Zerklei-

nern (51,7  34,7 Mio.). Die zuvor erhobenen Hodenparameter zeigten keine signifi-

kanten Unterschiede, woraus die Autoren schlossen, dass die Parameter keinen Ein-

fluss auf die Gewinnungsmethode hatten. 

Zu Beginn des praktischen Teils der vorliegenden Untersuchung lagen keine Studien 

zur retrograden Spülung des Nebenhodens bei Cameliden vor. In der vorliegenden 

Arbeit wurde von der retrograden Spülung abgesehen um eine einheitliche, von der 

Tiergröße unabhängige Durchführung zu gewährleisten und keine Verluste des Pro-

benmaterials zu riskieren. 

 

Aufgrund der Fragestellung der Arbeit und aus tierschutzrechtlichen Gründen stellte 

die chirurgische Verlegung und Eröffnung der Samenleiter keine Alternative dar. Diese 

Technik wurde in einigen südamerikanischen Arbeiten angewandt (Meza et al. 2018; 

Pacheco-Curie et al. 2014; Pacheco et al. 2017; Gómez-Quispe et al. 2016a; Durand 

et al. 2016). 

 

5.2.3 Mikroskopische Untersuchungsmethoden 

Die Vitalitätsbestimmung von epididymalen Alpakasperma ist bisher nur wenig be-

schrieben.  

Pacheco et al. (2017) führten an Alpakasperma aus dem Vas deferens mit und ohne 

Zusatz von Seminalplasma den HOS-Test (100 mosmol Lösung) und die Eosin- 

Nigrosin-Färbung durch. Die Autoren stellten keine positive Korrelation zwischen En-

dosmose im HOS-Test und Vitalität in der Supravitalfärbung fest. Pacheco et al. (2017) 

werteten dies als Hinweis, dass die Vitalität nicht zwangsläufig die Plasmamembran-

integrität widerspiegelt. 

Aus diesem Grund empfahlen einige Quellen den HOS-Test ergänzend zur Supravi-

talfärbung bei der Untersuchung von Alpakasperma (Pacheco et al. 2017; Zubair et al. 

2015). Analog zu Vasquéz et al. (2012) wurden in vorliegender Arbeit der HOS-Test 

und die Supravitalfärbung mit Eosin-G eingesetzt. Vasquéz et al. (2012) poolten die 
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Proben der einzelnen Hengste und stellten keinen Bezug zwischen den Ergebnissen 

der beiden Untersuchungsmethoden her.  

Folglich verglich die vorliegende Arbeit erstmals die Ergebnisse der Supravitalfärbung 

mittels Eosin ohne Zusatz von Nigrosin mit den Resultaten des HOS-Tests bei Sperma 

einzelner Nebenhoden. 

 

Generell erfolgt die Vitalitätsbestimmung durch Ermittlung der Integrität der Plasma-

membran der Spermien (Gottardo und Kliesch 2011). Die Eosin-Färbung gibt Auf-

schluss über die strukturelle Unversehrtheit der Plasmamembran und damit ihrer phy-

sikalischen Funktionalität. Der hypoosmotische Schwelltest zeigt, ob eine intakte 

Membran physiologische biochemische Aktivität aufweist. 

 

Das Vorgehen bei der Eosin-Färbung war weitestgehend identisch zur Methode von 

Hoffmann (2003b).  

Es finden sich divergierende Angaben in der Literatur über die Verfälschung von Er-

gebnissen oder Analyseprobleme bei der Eosin-Färbung durch Kristallbildung und 

nachträgliche Färbung von Spermien (Daub 2015). Um diese Probleme zu umgehen, 

erfolgte die Analyse der Eosin-Ausstriche direkt nach Anfertigung und Trocknung über 

drei Minuten. Es wurde die Anzahl an klaren (lebenden) und gefärbten (toten) Sper-

mien bestimmt. Je Präparat wurden 200 Spermien beurteilt, da dies eine ausreichend 

hohe Anzahl für einen akzeptabel niedrigen Stichprobenfehler darstellt.  

In Human- und Veterinärmedizin werden aus diesem Grund standardmäßig 200 Sper-

mien je Präparat ausgezählt. Diese Zahl ist auch in den WHO-Richtlinien zur Untersu-

chung und Verarbeitung humanen Samens aufgeführt (Gottardo und Kliesch 2011). 

 

Die Färbung mit Eosin wurde gewählt, da sie bereits zur Beurteilung von Alpaka- 

sperma eingesetzt wurde. Auf eine Kombination mit Nigrosin als Hintergrundfarbe 

wurde verzichtet, da hierdurch der Kontrast zwischen lebenden und toten Spermien 

nicht verstärkt wird (Daub 2015). Generell ist die Eosin-Färbung bei Spermauntersu-

chungen weit verbreitet und daher für die globale Beurteilung gut geeignet. Zudem ist 

die Färbung mit Eosin-G im andrologischen Labor der KGGA etabliert und wird regel-

mäßig angewandt. Diese Färbemethode ist einfach und schnell durchzuführen und 

deshalb für die Vitalitätsbestimmung im Rahmen der Routinediagnostik empfehlens-

wert. 
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Die Durchführung des HOS-Tests erfolgte analog zur Empfehlung für epididymales 

Alpakasperma von Vasquéz et al. (2012). Die genannten Autoren führten den HOS-

Test mit unterschiedlich konzentrierten hypoosmotischen Lösungen (50, 100, 150, 200 

und 275 mosmol) für 15 und 60 Minuten an epididymalem Alpakasperma aus. Die 

Studie ergab, dass die Verwendung einer 150 mosmol Lösung und eine Inkubation bei 

38 °C optimal für den HOS-Test bei epididymalem Alpakasperma waren. Zwischen 

den Inkubationszeiten bestand kein signifikanter Unterschied. 

In dieser Arbeit wurde die Inkubationszeit auf 30 Minuten erhöht. Ohne diese  

Modifikation wäre eine Durchführung der Untersuchungen durch nur eine Person nicht 

möglich gewesen. Aufgrund der Ergebnisse von Vasquéz et al. (2012) ist nicht von 

einer Auswirkung der Dauer auf den Verlauf des HOS-Tests auszugehen. 

 

In vorliegender Literatur divergieren die Angaben über die ideale Osmolarität der ein-

gesetzten Lösungen im HOS-Test für epididymales Alpakasperma 

(Vasquéz et al. 2012; Pacheco-Curie et al. 2014; Pacheco et al. 2017). In der durch-

geführten Arbeit erfolgte der HOS-Test analog zu Vasquéz et al. (2012), da dies die 

einzige vorliegende Quelle zu Beginn des praktischen Teils dieser Arbeit war. 

Der HOS-Test wurde eingesetzt, da bereits Erfahrungsberichte zur Anwendung an epi-

didymalem Alpakasperma vorlagen. Darüber hinaus war der HOS-Test im andrologi-

schen Labor der KGGA etabliert. Es handelt sich um einen kostengünstigen, sowie 

schnell und leicht durchzuführenden Test, der für die Routinediagnostik geeignet ist. 

 

Anhand des HOS-Tests können nicht nur strukturelle, sondern auch biochemische 

Schäden der Membran festgestellt werden. Er ist daher zur Beurteilung der Befruch-

tungskapazität geeignet (Zubair et al. 2015; Daub 2015). Für den physiologischen Ab-

lauf von Kapazitation, Akrosomenreaktion und Bindung des Spermatozoons an die Ei-

zelle ist eine intakte Plasmamembran unabdingbar. Es fanden sich Belege für eine 

positive Korrelation des Anteils HOS-positiver Spermien mit Vorwärtsbeweglichkeit, 

Vitalität (Jeyendran et al. 1984; Karger et al. 2016), Akrosomenintegrität, Spermien-

konzentration und Fertilität (Zubair et al. 2015). Trotz dieser Zusammenhänge war die 

Vorhersage der Qualität caninen Samens nach Kryokonservierung mit Hilfe des HOS-

Tests nicht erfolgreich (Karger et al. 2016). 
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In dieser Arbeit erfolgte die Beurteilung der Pathomorphologie anhand der Spermac®-

Färbung. Die farblich kontrastreiche Anfärbung einzelner Spermienbestandteile er-

möglichte eine gute Erkennbarkeit des akrosomalen Status. Die Färbung hatte sich 

bereits bei der Evaluierung caniner Spermien bewährt (Goericke-Pesch et al. 2012; 

Goericke-Pesch und Failing 2013). 

Spermac® war ebenso bei Spermauntersuchungen anderer Haustierarten, wie z. B. 

Schafen (Paulenz et al. 2002), eingesetzt worden. Methodenvergleichende Studien an 

Kater- und Hengstsperma (Schafer und Holzmann 2000; Runcan et al. 2014) empfah-

len Spermac® insbesondere zur Akrosomenevaluierung. Zudem sollten Schwankun-

gen in Zusammensetzung und Qualität auszuschließen sein, da es sich um ein  

kommerzielles Färbeset handelt.  

 

Bei Cameliden traten dieselben pathomorphologischen Veränderungen der Spermien 

auf, wie bei anderen Nutztieren (Tibary und Vaughan 2006). Die Häufigkeit der Ano-

malien war hoch oder höher als bei anderen Nutztierarten (Morton et al. 2010a; Adams 

et al. 2009). Die Auswirkungen verschiedener Anomalien auf die Fertilität konnten bis 

dato nicht vollständig geklärt werden (Tibary und Vaughan 2006). 

Plasmatropfen sind als Zeichen einer Prämaturität der Spermien zu werten. Bei der 

hier eingesetzten Gewinnungsmethode war ein hoher Anteil an Plasmatropfen zu er-

warten. Da nicht davon auszugehen war, dass sich die Einfrier- und Auftauvorgänge 

auf die Anzahl der Plasmatropfen auswirken, wurden die Plasmatropfen nur vor dem 

Einfrieren ausgezählt. 

 

5.2.4 Computer assisted sperm analysis (CASA) 

Ein computergestütztes Spermienanalyse-Programm (SpermVision® und  

AndroVision®, Minitüb, Tiefenbach) bestimmte in dieser Arbeit Dichte und Motilität der 

Spermien. Dies erfolgte, um eine objektive Erfassung der Parameter zu gewährleisten 

(Verstegen et al. 2002). 

 

Die Einstellungen zur optimalen Erkennung von Alpakasperma wurden mit Hilfe der 

Firma Minitüb (Tiefenbach) festgelegt, da vom Hersteller keine Voreinstellungen für 

diese Tierart vorlagen (siehe 9.2 Einstellungen des SpermVision®- und AndroVision®-

Analysesystems). Diese Einstellungen waren für die Untersuchungen vor und nach 
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Kryokonservierung gleich, um einstellungsbedingte Abweichungen der Ergebnisse zu 

verhindern.  

 

Morphometrische Spermienuntersuchungen mittels CASA wurden bereits erfolgreich 

an Alpakaejakulaten durchgeführt (Soler et al. 2014b; Ordónez et al. 2012; Buendia et 

al. 2002). Dabei wurden einige Parameter zu Größe und Form gemessen bzw. aus 

den Messungen berechnet. Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe des Integrated 

Semen Analysis Systems (ISAS®) durchgeführt.  

Soler et al. (2014b) führten Messungen an Ejakulaten von Alpaka und Lama durch. Im 

Vergleich waren die Spermienköpfe vom Alpaka signifikant größer als die Spermien-

köpfe vom Lama. Die Proben einzelner Hengste, sowie verschiedener Hengste wiesen 

Variationen auf, die beim Lama größer waren (Soler et al. 2014b). 

 

Die einzige bis dato vorliegende CASA- gestützte Dichte- und Motilitätsmessung beim 

Alpaka erfolgte an Spermien aus dem Vas deferens (Meza et al. 2018). Dabei wurden 

von fünf Hengsten über die Zuchtsaison alle drei Tage jeweils fünf Proben entnommen 

und nach einer Pause von sieben Tagen das Vorgehen wiederholt. Die initial erste 

erfolgreiche Probenentnahme gelang 50 Tage post operationem. Nach einer Pause 

von neun Tagen erfolgte anschließend das oben beschriebene Vorgehen der Proben-

gewinnung. Die Autoren erfassten neben Gesamt- und Vorwärtsbeweglichkeit weitere 

Motilitätsparameter (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF). Meza et al. (2018) setzten 

ein anderes CASA-System (ISAS®) ein als in vorliegender Arbeit und die Einstellun-

gen des CASA wichen ebenfalls von denen der hier durchgeführten Untersuchung ab.  

 

CASA-Systeme definieren initial die Charakteristika motiler Zellen um daraus Sper-

mien zu bestimmen. Daher wurden teilweise Partikel, die keine Spermien waren, 

fälschlicherweise als Spermien klassifiziert. Dadurch kam es zur Überschätzung der 

Konzentration der Spermien und Fehlberechnung der Motilität (Comhaire et al. 1992). 

 

Verdünnerbestandteile und Blut können aufgrund ihrer spermienähnlichen Größe zu 

derartigen Fehlmessungen führen. 

Die Erythrozyten von Cameliden wurden als verhältnismäßig klein mit einem mittleren 

Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) bis zu 28 Femtoliter (fL) beschrieben  

(Tornquist und Cebra 2014). Die ovale Form der Erythrozyten verstärkt zudem die 
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morphologische Ähnlichkeit mit Alpakaspermienköpfen, die als elliptisch beschrieben 

wurden (Morton et al. 2010b). 

Proteine tierischen Ursprungs in Verdünnern enthielten Partikel, die von den CASA-

Systemen als Spermien fehleingestuft wurden (Comhaire et al. 1992; Verstegen et al. 

2002). 

In der Literatur finden sich divergierende Ergebnisse zu Fehleinschätzungen der 

Dichte durch CASA. Bei Untersuchungen caniner Spermien wurden Überschätzungen 

(Iguer-Ouada und Verstegen 2001) und Unterschätzungen (Rijsselaere et al. 2003) 

der Konzentration beobachtet. Kollisionen der Spermien und dadurch bedingte Mehr-

fachmessungen derselben Spermien wurden als Grund für die Überschätzung der 

Spermienkonzentration angeführt. Bei niedrigen Konzentrationen der analysierten 

Proben wurden vermutlich Partikel als Spermien missinterpretiert  

(Verstegen et al. 2002). 

 

Auf die Motilität wirkten sich unter anderem Probenvorbereitung, Probentemperatur, 

der eingesetzte Verdünner, Kammertiefe und Systemeinstellungen aus. Die Beein-

trächtigung von Untersuchungen durch diese Faktoren könnte eine Erklärung für die 

Fehleinschätzung der Motilität durch CASA-Systeme sein (Miss 2012). Andere Studien 

erzielten statistisch signifikante Korrelationen zwischen subjektiv geschätzter und  

mittels CASA erhobener Motilitätswerte (Amann und Hammerstedt 1980; Talarczyk-

Desole et al. 2017; Rijsselaere et al. 2003).  

 

5.2.5 Histologie  

In der Literatur wurde bereits erwähnt, dass teilweise die Spermagewinnung aus Ne-

benhoden von Alpakahengsten nicht möglich war (Morton et al., 2010b). Die vorlie-

gende Arbeit führte erstmals eine histologische Untersuchung des Nebenhodengewe-

bes durch, aus dem kein Sperma gewonnen werden konnte. Anhand der daraus an-

gefertigten Präparate wurde geklärt, ob Spermien im Ductus epididymidis des jeweili-

gen Nebenhodens vorhanden waren oder nicht.  

Es fand sich kein Protokoll für die Anfertigung histologischer Präparate aus Alpaka-

nebenhoden. Daher erfolgten die Aufbereitung, Färbung und Untersuchung der histo-

logischen Präparate nach dem standardisierten Vorgehen bei Hunden (Philipp 2011). 

Die Auswertung der histologisch aufbereiteten Nebenhodenschwänze war bei allen 

Präparaten möglich. 
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5.3 Diskussion der Ergebnisse 

 

5.3.1 Erfolgsquote 

Die Erfolgsquote der Spermagewinnung betrug in der vorliegenden Arbeit bezogen auf 

alle Tiere 83 % und lag unter den Werten vergleichbarer Studien (Morton et al. 2010b; 

Morton et al. 2007). Die von Morton et al. (2010b) erreichten Erfolgsquoten betrugen 

90,9 % in Experiment 1 und 100 % in Experiment 2. Die Probanden waren  

knapp unter 3 Jahre alt (Experiment 1: 33,90  3,90 Monate;  

Experiment 2: 32,50  1,80 Monate).  

Das durchschnittliche Alter der Probanden bei Morton et al. (2007) betrug in Experi-

ment 1 32,90  5,80 Monate und in Experiment 2 22,50  0,90 Monate. Angaben über 

die Hodengröße wurden bei Morton et al. (2010b; 2007) keine gemacht. Da die Pro-

banden von Experiment 2 bei Morton et al. (2007) unter 2 Jahren alt waren, scheint 

das Alter nicht der alleinige Grund für die unterschiedliche Erfolgsrate zu sein. Unter-

schiede in der Gewinnungsmethode können die divergierenden Erfolgsquoten begrün-

den. Zudem war die Studienpopulation in vorliegender Arbeit größer und wesentlich 

heterogener. Betrachtet man die Probandengruppen der einzelnen Experimente bei 

Morton et al. (2010b; 2007), wiesen diese eine einheitlichere Altersverteilung auf. Dies 

könnte sich ebenfalls positiv auf die Erfolgsquote ausgewirkt haben. 

 

In der vorliegenden Studie befanden sich ältere Hengste (4 und 8 Jahre) unter den 

Tieren, von denen kein Sperma gewonnen wurde. Auch dieser Sachverhalt spricht 

dafür, dass sich multiple Faktoren auf die Erfolgsquote auswirken und nicht nur das 

Alter der Probanden ausschlaggebend war. Faktoren, die mit dem erfolglosen Gewin-

nungsversuch bei den beiden älteren Hengsten (4 und 8 Jahre) in Zusammenhang 

standen, konnten auf Basis der ermittelten Daten nicht festgestellt werden.  

Beim Menschen waren 15 % der Fälle männlicher Infertilität durch Azoospermie be-

dingt (Wosnitzer und Goldstein 2014). Zur Häufigkeit von Azoospermie beim Alpaka 

liegen keine Zahlen vor. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte von 68,75 % der zweijährigen Hengste Sperma ge-

wonnen werden. Bezogen auf die Gesamtzahl der Probanden waren 38 % der 

Hengste, von denen Sperma gewonnen werden konnte, 2 Jahre alt. Entgegen einiger 
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Quellen, die ein Mindestalter der Probanden von 3 Jahren vorschrieben 

 (Terreros et al. 2015; Choez et al. 2017), war somit die Gewinnung von epididymalem 

Sperma bei Tieren unter 3 Jahren möglich. 

Es ist davon auszugehen, dass bei den zweijährigen Hengsten, von denen kein 

Sperma gewonnen werden konnte, keine Spermaproduktion vorlag oder die Sperma-

produktion gerade eingesetzt hatte. Die Anzahl gebildeter Spermien steigt während 

der Entwicklung der Tiere von Geschlechts- zur Zuchtreife an. Vorliegende Literatur 

nennt für das Alpaka den Beginn der Spermaproduktion im Alter von 10 bis 12 Monaten 

(Smith et al. 1994), von einer Zuchtreife hingegen erst im Alter von ca. 30 bis  

36 Monaten (Knauf et al. 2008). Zudem wirken sich Genetik, alimentäre Faktoren, 

Klima und zu welcher Jahreszeit das Tier geboren wurde auf den Zeitpunkt des  

Pubertätseintritts aus (Tibary und Vaughan 2006). 

 

5.3.2 Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung 

Die Vitalitätswerte in der vorliegenden Arbeit betrugen vor Kryokonservierung durch-

schnittlich 76,70  11,60 %. Nach Kryokonservierung lag die Vitalität durchschnittlich 

bei 28,80  19,48 % und bei den Proben mit Andromed® bei 24,66  18,96 %. Damit 

blieben die Vitalitätsraten der Andromed®-konservierten Proben nach Kryokonservie-

rung um ca. 1,50 % unter den Literaturwerten. Die Vitalitätsraten der Proben mit  

Andromed® vor Kryokonservierung und der Proben mit Triladyl® lagen im Schwan-

kungsbereich der vorliegenden Literaturangaben (Gomez-Quispe et al. 2016b; 

Mamani-Mango et al. 2019; Pacheco et al. 2017; Pacheco-Curie et al. 2014). Vor  

Kryokonservierung betrug der Anteil vitaler Spermien in der Literatur 67,20 % bis zu 

79,30  6,06 % (Gomez-Quispe et al. 2016b; Mamani-Mango et al. 2019; Pacheco-

Curie et al. 2014; Vásquez et al. 2013). Nach Kryokonservierung lagen die Vitalitäts-

werte bei 26,13  3,08 % bis zu maximal 47,96  2,36 % (Gomez-Quispe et al. 2016b; 

Mamani-Mango et al. 2019). 

 

Eine Vorselektion der verwendeten Proben könnte die höhere Vitalität nach Kryokon-

servierung und die geringere Spannbreite bei Gomez-Quispe et al. (2016b) erklären. 

Dort wurden nur Probanden eingesetzt, deren Sperma in Voruntersuchungen  

 50 % Vorwärtsbeweglichkeit,  60 % Plasmamembranintegrität und  80 % Vitalität 

aufwiesen.  
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Im HOS-Test betrug die Vitalität vor Kryokonservierung durchschnittlich  

69,50  10,48 % und bei den Proben mit Triladyl® 69,33  10,84 %. Nach Kryokonser-

vierung lag die Vitalität durchschnittlich bei 30,90  13,82 % und bei den Triladyl®- 

konservierten Proben bei 33,07  15,41 %.  

Damit befanden sich die erreichten Werte in der Schwankungsbreite vorliegender  

Literaturangaben und waren im Falle der Triladyl®-behandelten Proben höher  

(Gomez-Quispe et al. 2016b; Durand et al. 2016; Mamani-Mango et al. 2019; Terreros 

et al. 2015; Vasquéz et al. 2012). Vor Kryokonservierung erzielten  

Mamani-Mango et al. (2019) mit 35,60  16,40 % bis 40,00  13,10 % die niedrigsten 

Vitalitätsraten. Pacheco et al. (2017) erreichten 57,46 % bis 69,12 % vitale Spermien. 

Gomez-Quispe et al. (2016b) zeigten mit 79,30  6,06 % die höchsten Vitalitätswerte. 

Proben mit Triladyl® wiesen bei Durand et al. (2016) durchschnittlich 52,98  7,63 % 

Vitalität auf. 

Nach Kryokonservierung betrug der Schwankungsbereich in der Literatur  

14,90  10,50 bis 44,20  4,69 % (Gomez-Quispe et al. 2016b; Mamani-Mango et al. 

2019; Terreros et al. 2015). Proben mit Triladyl® wiesen bei Durand et al. (2016) durch-

schnittlich 32,18  5,95 % vitale Spermien auf. 

 

In vorliegender Arbeit wirkte sich die Methode der Vitalitätsbestimmung, d. h. ob Eosin-

Färbung oder HOS-Test eingesetzt wurden, vor Kryokonservierung signifikant auf die 

Ergebnisse aus. Dies stimmte mit den Resultaten vorliegender Literatur überein 

(Pacheco et al. 2017). Pacheco et al. (2017) verglichen die Ergebnisse epididymalen 

Spermas mit und ohne Zusatz von Seminalplasma in HOS-Test und Eosin-Nigrosin-

Färbung. Pacheco et al. (2017) stellten zwischen den beiden Methoden eine negative 

Korrelation fest. Daraus folgerten die Autoren, dass die Vitalität nicht zwangsläufig die 

Plasmamembranintegrität widerspiegelt. 

Interessanterweise waren in vorliegender Untersuchung nach Kryokonservierung die 

Effekte der Methode nicht signifikant. Dagegen wirkten sich die Kryokonservierung und 

der Verdünner signifikant aus. Es liegt die Vermutung nahe, dass durch die signifikante 

Wirkung der Kryokonservierung die Effekte des Verdünners in den Vordergrund traten.  

Die Wechselwirkungen zwischen Einfrieren und Methode, sowie zwischen Verdünner 

und Methode waren vor und nach Kryokonservierung signifikant. Daher ist anzuneh-

men, dass alle drei genannten Faktoren einen Effekt auf das Ergebnis hatten, aber zu 

den verschiedenen Zeitpunkten die Wirkung unterschiedlicher Faktoren überwog. 
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Zu Untersuchungen nach Kryokonservierung lag keine vergleichbare Literatur vor, die 

diese Annahmen bestätigen oder widerlegen könnte. 

Aus diesem Grund ist der Empfehlung von Pacheco et al. (2017) zuzustimmen, dass 

eine Kombination von Supravitalfärbung und HOS-Test zur Vitalitätsbewertung  

sinnvoll ist. 

 

Der Anteil pathomorphologisch veränderter Spermien betrug durchschnittlich  

38,40  12,69 % vor und 44,10  12,41 % nach Kryokonservierung. Damit lagen die 

erzielten Werte im Schwankungsbereich der Literaturangaben bzgl. frischer Ejakulate. 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Anteil von Pathomorphologien bei  

Nebenhodensperma vom Alpaka bestimmt.  

In der Literatur wurde bei humanem Sperma bezüglich der Morphologie vor Kryokon-

servierung keine signifikanten Unterschiede zwischen epididymalem und ejakuliertem 

Sperma nachgewiesen (Steele et al. 2000). Daher wurden zum Vergleich Werte von 

frischen Ejakulaten herangezogen. 

Bei Alpakaejakulaten zählten Bravo et al. (1997a) und Morton et al. (2010a) an 

Giemsa-gefärbten Ausstrichen den Anteil anormaler Köpfe, Mittelstücke, Schwänze, 

sowie Zytoplasmatropfen aus. Anomalien zeigten bei Bravo et al. (1997a)  

24,10  2,10 % und bei Morton et al. (2010a) bis zu 48,00  5,50 % der ejakulierten 

Spermien. Die große Schwankungsbreite, der in diesen Studien angegebenen Werte 

könnte durch unterschiedlich definierte Kriterien und Einteilung der Pathomorpho- 

logien begründet sein. In beiden Studien wurde keine detailliertere Unterteilung ge-

nannt, wie z. B. Spatelform, Kolbenform etc. und dadurch auch nicht genauer definiert, 

was als pathologisch und was als physiologisch angesehen wurde. Der Anteil von  

Zytoplasmatropfen erklärt nicht die große Differenz zwischen beiden Studien.  

 

Zwei chilenische Untersuchungen evaluierten unter anderem die Pathomorphologie 

von Alpakaejakulaten mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung nach Harris. Dies erfolgte zu 

Beginn (Flores et al. 2002) und zu verschiedenen Zeitpunkten der Decksaison  

(Urquieta et al. 2005). Flores et al. (2002) wiesen durchschnittlich 51,00  12,40 % 

normale Spermien nach. Bei den Pathologien war der Anteil von Mittelstückdefekten 

mit 14,40 % am höchsten. Anormale Köpfe (13,20 %) und Schwänze (11,80 %) kamen  

seltener vor. Lose Köpfe und Zytoplasmatropfen wurden separat erfasst. Lose Köpfe 

traten häufiger nach 90 Tagen sexueller Inaktivität (19,30  21,20 %) als nach  
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45 Tagen (10,90  6 %) Deckpause auf. Flores et al. (2002) nahmen eine Einteilung 

der Kopfformen in klein, groß, pyriform, konische Form, amorph und Doppelkopf vor.  

Bei Urquieta et al. (2005) betrug der Anteil normaler Spermien 51,00  12,40 %  

(Tag 1) bis 59,30  13,50 % (Tag 5). Die Werte wiesen signifikante Unterschiede zwi-

schen den Tagen 1 und 5, sowie 1 und 12 auf.  

Der Prozentsatz pathologischer Spermien in der vorliegenden Arbeit war damit gerin-

ger als entsprechende Werte der chilenischen Studien (Flores et al. 2002; Urquieta et 

al. 2005). Da die Einteilung der pathomorphologischen Formen nicht definiert wurde 

(Urquieta et al. 2005) oder von der vorliegenden Arbeit abwich  

(Flores et al. 2002) ist ein Vergleich nur unter Vorbehalt möglich. 

 

Darüber hinaus existieren morphometrische Studien an Alpakaejakulaten. Darin wur-

den die Spermienköpfe vermessen und anhand der ermittelten Daten (Länge, Breite, 

Perimeter und Fläche des Spermienkopfes) klassifiziert. Die verschiedenen Formen 

und Größen der Spermienköpfe wurden wiederum in physiologisch und pathologisch 

eingeteilt. Die Untersuchungen erfolgten mittels computer assistierter Spermien  

Analyse (ISAS® CASA-System) (Buendia et al. 2002) und nicht-automatisierter digita-

ler Methoden (Evangelista-Vargas et al. 2017).  

Eine Modifikation der Klassifizierung von Buendia et al. (2002) erfolgte in einer mor-

phometrischen Studie an fraktioniert gewonnenen Lamaejakulaten (Soler et al. 2014a). 

Die Morphometrie der Spermienköpfe wies individuelle Unterschiede auf, schien aber 

über den Zeitraum der Ejakulation konstant zu sein. 

In einer artübergreifenden Studie waren im Vergleich zum Lama die Spermienköpfe 

vom Alpaka signifikant größer (Soler et al. 2014b). Die erhobenen Parameter variierten 

innerhalb der Proben einzelner Hengste, sowie zwischen verschiedenen Hengsten. 

Diese Variationen waren beim Lama signifikant größer (Soler et al. 2014b).  

Soler et al.; Soler et al. (2014b; 2014a) nutzen in beiden Studien ein ISAS® CASA-

System. 

 

Aussagen zur Gesamtzahl pathologischer oder physiologischer Spermien je Probe 

wurden in den Studien keine gemacht, weshalb der Vergleich mit den hier ermittelten 

Werten entfällt (Soler et al. 2014b; Soler et al. 2014a; Evangelista-Vargas et al. 2017; 

Buendia et al. 2002). Plasmatropfen wiesen in der vorliegenden Arbeit im Mittel  

31  15,11 % der Spermien auf. In Folge der Spermagewinnung aus den Nebenhoden 
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war ein derart hoher Anteil an Spermien mit Plasmatropfen zu erwarten. Spermien, die 

aus dem Nebenhoden gewonnen wurden, konnten die Nebenhodenpassage und da-

mit die finale Reifung nicht abschließen. Unter anderem wandern bei der Reifung  

Zytoplasmatropfen vom proximalen Mittelstück nach distal in Richtung Schwanz und 

schnüren sich ab (Hoffmann 2003a; Cooper 2011).  

 

Die Akrosomenintegrität der Samenzellen betrug 93,60  6,04 % vor und  

90,20  8,40 % nach Kryokonservierung. Damit lagen die Werte vor und nach Kryo-

konservierung in der Spannbreite der Literaturergebnisse (Morton et al. 2010b; 

Kershaw-Young und Maxwell 2011; Santiani et al. 2016). In Studien hatten vor Kryo-

konservierung 76,60  1,08 % (Kershaw-Young und Maxwell 2011) bis  

95,03  6,39 % (Santiani et al. 2016) der frisch gewonnen epididymalen Alpakasper-

mien ein intaktes Akrosom. Direkt nach Kryokonservierung waren es 81,30  2,00 % 

bis 91,10  1,40 % (Morton et al. 2010b). Ein intaktes Akrosom ist die Voraussetzung 

für physiologisch ablaufende Kapazitation und Akrosomenreaktion, weshalb einige 

Studien die Akrosomenintegrität erfassten ohne andere Pathomorphologien zu be-

rücksichtigen (Kershaw-Young und Maxwell 2011; Morton et al. 2010b). 

 

5.3.3 Ergebnisse der Computer assisted sperm analysis (CASA) 

Die in der vorliegenden Arbeit initial gemessene Dichte der Proben betrug durch-

schnittlich 108,80  83,28 Mio./ ml und überstieg die in der Literatur vorliegenden 

Werte von Nebenhodensperma pro Milliliter (Perez et al. 2014; Santiani et al. 2016; 

Gómez-Quispe et al. 2016a). Tierindividuelle Schwankungen äußerten sich in der gro-

ßen Spannbreite der Spermienzahl, die von 12,30 Mio./ ml bis maximal  

475,90 Mio./ ml reichte. 

Die aus den gemessenen Werten berechnete Spermienanzahl pro Tier betrug durch-

schnittlich 112,58  139,46 Mio. Spermien und lag damit im Schwankungsbereich der 

in der Literatur genannten Werte von Morton et al. (2010b; 2007). 

Hengste, von denen Proben in die vorliegende spermatologische Untersuchung ein-

gingen (n = 29), waren durchschnittlich über 3 Jahre (40,56  15,60 Monate) alt.  

38 % der Hengste, deren Proben untersucht wurden, waren 24 Monate alt.  
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Santiani et al. (2016) erzielten eine durchschnittliche Konzentration von  

97,38  76,49 Mio./ ml durch Zerkleinern der Nebenhoden in Tris-Verdünner. Zur  

weiteren Untersuchung diverser Parameter wurden allerdings nur Proben mit einer 

Dichte von mindestens 30 Mio. Spermien pro ml eingesetzt. 

Abweichend von der hier angewandten Methode gewannen Perez et al. (2014) 

 Nebenhodensperma aus den Samenleitern zweier Alpakahengste mit nachgewiese-

ner Fertilität. Die Probensammlung erfolgte über 12 Wochen zweimal wöchentlich. Die 

durchschnittliche Probendichte betrug 15,90  6,80 x 104/ ml bei Hengst 1 und  

9,80  4,00 x 104/ ml bei Hengst 2. 

Gómez-Quispe et al. (2016a) gewannen Nebenhodensperma aus den Samenleitern 

dreier Alpakahengste. Es wurden nur Probanden eingesetzt, deren Sperma über  

50 % Motilität aufwies. Das über acht Monate, dreimal pro Woche gewonnene Material, 

wurde gemischt und analysiert. Aus den Daten ermittelten die Autoren eine durch-

schnittliche Dichte von 19,60 Mio./ ml.  

Bei den Studien an Sperma aus dem Samenleiter erfolgten keine Angabe über das 

Alter der Probanden (Gómez-Quispe et al. 2016a; Perez et al. 2014). Die geringe Pro-

bandenanzahl und die Vorselektion der Probanden bei Perez et al. (2014) und  

Gómez-Quispe et al. (2016a) erklären eine einheitlichere Qualität der Proben und da-

mit eine geringere Spannbreite der Dichtewerte als in vorliegender Arbeit. Die Gewin-

nungsmethode scheint für die wesentlich geringeren Dichtewerte bei Proben aus dem 

Vas deferens verantwortlich zu sein.  

 

Morton et al. (2010b) zerkleinerten die Nebenhoden und ließen die Spermien in Puffer 

ausschwimmen. Die gewonnenen Spermien wurden gewaschen, resuspendiert und 

die Proben beider Nebenhoden eines Tieres gemischt. Im ersten Experiment der Stu-

die wurden durchschnittlich 75,30  22,50 Mio. Spermien pro Hengst gewonnen  

(Min. 8,70 Mio.; Max. 190 Mio.). Im zweiten Experiment waren es 143,10  43,50 Mio. 

Spermien pro Hengst (Min. 49,50 Mio.; Max. 295,50 Mio.). Das Alter der Tiere aus 

Experiment 1 (n = 11) war im Mittel 33,90  3,90 Monate und aus Experiment 2  

(n = 10) 32,50  1,80 Monate. Mit dem gleichen Vorgehen erzielten Morton et al. (2007) 

eine durchschnittliche Dichte von 123,50  22,20 Mio. Spermien pro Hengst  

(Min. 36,90 Mio.; Max. 265,50 Mio.) in Experiment 1, wobei die Hengste durchschnitt-

lich ein Alter von 32,90  5,80 Monaten aufwiesen (n = 10). In Experiment 2 wurden  
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122,30  9,60 Mio. Spermien je Tier gewonnen (Min. 12,30 Mio.; Max. 261,00 Mio.), 

wobei die Hengste im Durchschnitt 22,50  0,90 Monate alt waren (n = 10).  

Bei Morton et al. (2010b) waren die Probanden im Durchschnitt ca. ein halbes Jahr 

jünger als in der vorliegenden Arbeit, die Dichtewerte der Proben aber sowohl höher 

(Experiment 2) als auch niedriger (Experiment 1).  

Die durchschnittliche Dichte der Proben bei Morton et al. (2007) war in beiden Experi-

menten um ca. 10 Mio. Spermien pro Hengst höher als in vorliegender Arbeit. Trotz 

des Altersunterschiedes der Probanden der beiden Experimente von ca. 10 Monaten, 

differierten die Dichtewerte der einzelnen Experimente nur um ca. 1 Mio.  

(Morton et al. 2007). Daher lässt sich kein direkter Zusammenhang zwischen Proben-

dichte und dem Alter der Tiere erkennen. Dagegen scheint die einheitlichere Alters-

verteilung innerhalb der Probandengruppen je Experiment bei Morton et al.  

(2010b; 2007) die geringere Spannbreite der Dichte im Vergleich zu vorliegender Un-

tersuchung zu erklären. 

 

Mamani-Mango et al. (2019) erzielten im Vergleich zu Morton et al. (2010b; 2007) und 

vorliegender Arbeit deutlich geringere Spermienkonzentrationen. Die Autoren gewan-

nen durch Zerkleinern, Quetschen und Waschen der Nebenhoden durchschnittlich 

51,70  34,70 Mio. Spermien je Hengst. Dagegen konnten durch den Ductus deferens 

und Nebenhodenschwanz im Durchschnitt 25,20  17,60 Mio. Spermien pro Tier  

retrograd erspült werden. Folglich war die Ausbeute an Spermien bei der retrograden 

Spülung signifikant niedriger (p = 0,005). Die geringe Spermienausbeute könnte in Zu-

sammenhang mit der niedrigen durchschnittlichen Hodenlänge der Probanden bei 

Mamani-Mango et al. (2019) stehen. In der Literatur sind Belege für die Korrelation der 

Hodenlänge mit der Spermaproduktion beim Alpaka beschrieben  

(Abraham et al. 2016).  

Sonstige Literaturquellen erwähnten in der Regel die Dichte, auf die das epididymale 

Alpakasperma zur weiteren Untersuchung verdünnt wurde (Durand et al. 2016; 

Kershaw-Young und Maxwell 2011), oder es wurden keine Angaben zur Dichte  

gemacht (Choez et al. 2017). 

 

Die in dieser Arbeit zum ersten Mal eingesetzte Methode der Spermagewinnung durch 

Anschneiden der Nebenhoden führte zu befriedigenden Ergebnissen bezüglich der 

Menge und Dichte des gewonnenen Samens. 
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Die in dieser Arbeit gemessene Motilität lag mit durchschnittlich 53,30  18,17 % vor 

und 10,30  9,04 % nach Kryokonservierung im Schwankungsbereich vorliegender 

Literatur zu epididymalem Sperma (Choez et al. 2017; Gomez-Quispe et al. 2016b; 

Gómez-Quispe et al. 2016a; Durand et al. 2016; Kershaw-Young und Maxwell 2011; 

Morton et al. 2007; Morton et al. 2010b; Morton et al. 2010a; Meza et al. 2018; Mamani-

Mango et al. 2019; Santiani et al. 2016; Terreros et al. 2015; Vasquéz et al. 2012). Die 

Spannbreite der Motilität in vorliegender Arbeit betrug 72,70 % vor und 33,70 % nach 

Kryokonservierung. Triladyl®-konservierte Proben erreichten Motilitätswerte von  

52,25  18,43 % vor und 10,70  9,38 % nach Kryokonservierung. Die Motilität der 

Triladyl®-konservierten Proben lag unter dem Schwankungsbereich der Literatur 

(Perez et al. 2014; Durand et al. 2016). 

 

In der Literatur fanden sich für frisch gewonnenes epididymales Sperma Motilitäts-

werte von 30,04  16,03 % (Santiani et al. 2016) bis zu 80,60  4,40 %  

(Gómez-Quispe et al. 2016a). Aufgetaute Proben wiesen im Mittel 3,30  3,37 %  

(Choez et al. 2017) bis zu 42,40  3,50 % (Gómez-Quispe et al. 2016a) motile Sper-

mien auf.  

 

Santiani et al. (2016) sahen die Ursache der niedrigen Motilitätswerte ihrer Untersu-

chung in langen Transportzeiten zum Labor von bis zu 20 Stunden. Die Nebenhoden 

befanden sich dabei in 0,90%iger Kochsalzlösung und wurden gekühlt. Zur weiteren 

Analyse gingen ausschließlich Proben, die mindestens 36 % Motilität aufwiesen und 

zudem weitere Anforderungen erfüllten. 

 

Auffallend hohe Motilitätswerte, die die Ergebnisse anderer Studien überstiegen, er-

reichten Gómez-Quispe et al. (2016a). Die Autoren wählten drei Hengste als Proban-

den, die in einer initialen Spermauntersuchung Motilitätswerte über 50 % aufwiesen. 

Die aus den Samenleitern der Tiere gewonnen Proben wurden vor den Untersuchun-

gen gemischt. Somit können die erzielten Werte der Studie in der Vorselektion der 

Probanden und der Probenmischung begründet sein.  

 

Die Proben mit Triladyl® lagen vor Kryokonservierung um ca. 4 % unter den von  

Perez et al. (2014) ermittelten Werten (Hengst 1 56,8  9,80 %; Hengst 2  

56,20  7,20 %). Die Probengewinnung erfolgte bei Perez et al. (2014) aus dem Vas 
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deferens. Die Gewinnungsmethode könnte somit ein Faktor sein, der sich auf die Mo-

tilität der Proben auswirkte. Da die Proben bei Perez et al. (2014) von nur zwei Hengs-

ten gewonnen wurden, sind die Proben homogener als in vorliegender Untersuchung. 

Die wesentlich geringere Spannbreite der Werte bedingt wiederum eine höhere durch-

schnittliche Motilität der Proben bei Perez et al. (2014). 

 

Die bisher einzige computer-gestützte Motilitätsanalyse führten Meza et al. (2018) an 

frischen Proben aus dem Vas deferens von fünf Zuchthengsten im Alter von 5 Jahren 

durch. Die Gesamtmotilität betrug im Durchschnitt 41,70  8,20 % (Min. 30,40 %;  

Max. 50,90 %) und die Vorwärtsbeweglichkeit 3,29  0,80 % (Min. 2,40 %; 

Max. 4,20 %). Die Proben wurden in zwei Intervallen mit einer Pause von sieben Tagen 

gewonnen. In den Probenzeiträumen wurden alle drei Tage fünf Proben von den 

Hengsten genommen. Bei allen Probanden wies die erste Probe die niedrigste Motilität 

auf. In beiden Probengewinnungsperioden stiegen die Motilitätswerte initial an und fie-

len dann ab. Dabei lagen die abgefallenen Werte deutlich über den initialen Werten 

des gleichen Untersuchungszeitraums. Die Unterschiede zwischen den Probenserien 

waren signifikant. Alle kinetischen Parameter wiesen Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Tieren auf. Die Autoren erklärten, dass sich bessere Ergebnisse vorangegan-

gener Studien mit gleicher Gewinnungsmethode durch die subjektive Motilitätsschät-

zung ergaben. Bei subjektiver Schätzung konnten auch Zellen motil eingestuft worden 

sein, die lediglich Bewegung des Schwanzes aufwiesen oder die passiv bewegt wur-

den. Im Gegensatz dazu ignorieren CASA-Systeme Zellen ohne Eigenbewegung 

(Meza et al. 2018).  

 

Die Ursachen für die über 10 % bessere Durchschnittsmotilität der Proben in vorlie-

gender Arbeit sind nicht gänzlich zu klären. Da die initialen Proben bei Meza et al. 

(2018) stets die schlechtesten Werte aufwiesen, müssten die Werte der vorliegenden 

Untersuchung im Vergleich schlechter sein. Es muss beachtet werden, dass in der 

vorliegenden Arbeit ein anderes CASA-System mit anderen Einstellungen als bei 

Meza et al. (2018) eingesetzt wurde. Da es für die bestehenden CASA-Systeme kei-

nen allgemein gültigen Standard gibt, ist ein Vergleich der Messwerte unterschied- 

licher Systeme nur bedingt möglich (Verstegen et al. 2002). 
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Nach Kryokonservierung betrug die Differenz der hier erzielten Motilitätswerte über 

20 % zu den Angaben bei Durand et al. (2016) (33,18  7,50 %). Im Gegensatz zur 

vorliegenden Studie setzten Durand et al. (2016) nur zwei Probanden zur Spermage-

winnung aus dem Samenleiter ein. Damit wiesen die Proben eine wesentlich ein- 

heitlichere Qualität auf, als dies in der vorliegenden Untersuchung mit Spermien von 

29 Probanden gegeben war. Zudem führten Durand et al. (2016) eine Vorselektion der 

Proben durch. Es gingen ausschließlich Proben in die Studie ein, die mindestens  

60 % Motilität und eine Konzentration von über 9 x 104 Spermien/ ml aufwiesen. So 

schienen sich neben der Gewinnungsmethode und Homogenität der Proben v. a. die 

Vorselektion positiv auf die Spermaqualität nach Kryokonservierung auszuwirken.  

 

Vergleichbare Beobachtungen zur vorliegenden Arbeit bezüglich der großen Spann-

breite der Motilität von epididymalem Sperma wurden bereits bei Hund  

(Hori et al. 2009) und Pferd (Neuhauser et al. 2018) gemacht. 

 

5.3.4 Histologie 

77 % der histologisch untersuchten Nebenhoden wiesen keine Spermien auf. Die Prä-

parate stammten von drei Tieren im Alter von 2 Jahren und einem achtjährigen Hengst. 

Bei den zweijährigen Probanden dieser Gruppe scheint die Azoospermie darin begrün-

det zu sein, dass die Spermaproduktion noch nicht angelaufen ist. Welche  

Faktoren mit der Azoospermie des Tieres im Alter von 8 Jahren zusammenhängen, 

konnte aufgrund der erhobenen Daten nicht ermittelt werden.  

 

Der Anteil histologisch untersuchter Nebenhoden mit Spermien betrug 23 %. Diese 

Nebenhoden stammten von Tieren im Alter von 2 und 4 Jahren. Bei den zweijährigen 

Hengsten, in deren Nebenhoden Spermien histologisch nachgewiesen wurden, hat die 

Spermarche (Beginn der Spermaproduktion) eingesetzt, so dass hier nicht die Ursache 

der Nichtgewinnung zu suchen ist. Die Anzahl gebildeter Spermien steigt während der 

Entwicklung der Tiere von der Geschlechts- zur Zuchtreife an. Daher könnten bei den 

zweijährigen Probanden dieser Gruppe nicht genügend Spermien vorhanden gewesen 

sein, um sie aus den Nebenhoden gewinnen zu können. Vorliegende Literatur spricht 

beim Alpaka von einer möglichen Spermarche im Alter von 10 bis  

12 Monaten (Smith et al. 1994), von einer Zuchtreife hingegen erst im Alter von 

ca. 30 bis 36 Monaten (Knauf et al. 2008). Daneben wirken sich Genetik, alimentäre 
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Faktoren, Klima und zu welcher Jahreszeit das Tier geboren wurde auf den Zeitpunkt 

des Pubertätseintritts beim Alpakahengst aus (Tibary und Vaughan 2006).  

Obstruktive Azoospermie oder Kryptozoospermie könnten die Ursache dafür sein, 

dass bei dem vierjährigen Hengst Spermien nicht gewonnen, aber in den histologi-

schen Präparaten nachgewiesen wurden. Kryptozoospermie liegt vor, wenn die  

Spermienanzahl  1 Mio. pro ml Ejakulat liegt (Karabulut et al. 2018). Dies kann durch 

nicht vollständige Obstruktionen oder Schädigungen des Keimepithels hervorgerufen 

werden. Azoospermie ist definiert durch das Nichtvorhandensein von Spermien im  

Pellet einer zentrifugierten Probe (Aziz 2013). Eine Obstruktion kann an jeglicher Lo-

kalisation von Rete testis bis Ductus ejaculatorius auftreten (Wosnitzer und Goldstein 

2014). Hervorgerufen werden Obstruktionen durch Entzündungen oder kongenitale 

Anomalien (Baker und Sabanegh 2013). Hodenbiopsie, klinische Untersuchung, Kon-

trolle des Hormonstatus (Krausz et al. 2018; Schlegel 2004) und genetische Analysen 

(Krausz et al. 2018) werden in der Humanmedizin eingesetzt, um die Ursachen der 

Azoospermie herauszufinden. Bei einer Obstruktion des Ductus epididymidis auf Höhe 

des Nebenhodenschwanzes würden sich proximal der Obstruktion Spermien im Ne-

benhodengang befinden. Beide Ursachen konnten in vorliegendem Fall nicht ausge-

schlossen werden. 

 

Zum histologischen Aufbau der Nebenhoden gibt es Studien bei Lama  

(Delhon und Lawzewitsch 1994), Kamel (Mahmud et al. 2015) und Dromedar  

(Ibrahim und Singh 2014; Tingari 1989). Beim Alpaka existieren immunhistochemische 

Untersuchungen des Nebenhodens (Parillo et al. 2009; Liguori et al. 2013). Histologi-

sche Auswertungen des Vorhandenseins bzw. Nichtvorhandenseins von Spermien in 

Nebenhoden sind bisher nicht beschrieben. Ein Vergleich der Literatur mit der in vor-

liegender Arbeit durchgeführten Histologie entfällt daher.  

 

5.3.5 Auswirkungen von Kryokonservierung, Verdünner und Hodenvolumen 

Motilität und Vitalität waren in der vorliegenden Arbeit nach Kryokonservierung deutlich 

reduziert. Der Anteil anomaler Spermien stieg signifikant nach Kryokonservierung an. 
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Diese Parameter sind somit ein Indikator für die Schädigung der Spermien durch die 

Gefrier- und Auftauvorgänge.  

 

Bezüglich der Empfindlichkeit Nebenhodenspermas gegenüber Schädigung durch 

Kryokonservierung gehen die Aussagen in der Literatur auseinander. Canines epi-

didymales Sperma scheint empfindlicher als ejakulierter Samen (Hewitt et al. 2001; 

Prapaiwan et al. 2016). Im Vergleich von epididymalem Sperma mit Ejakulat konnten 

Woelders et al. (2012) bei Schafbocksperma keine Qualitätsunterschiede nach Kryo-

konservierung feststellen. Hingegen zeigten sich bei Manchego-Schafböcken  

(Garcia-Alvarez et al. 2009) und Iberiensteinbock (Pradiee et al. 2014) epididymale 

Spermien kryoresistenter als Spermien, die durch Elektroejakulation gewonnen wur-

den. Zum direkten Vergleich epididymalen und ejakulierten Spermas liegen beim  

Alpaka bisher nur Untersuchungen zur Vitalitätsbestimmung vor  

(Pacheco-Curie et al. 2014). Im Vergleich zu ejakuliertem Sperma waren die Vitalitäts-

werte von epididymalem Sperma im HOS-Test geringer und in Eosin-gefärbten Prä-

paraten gleich. 

 

Zwischen den verwendeten Verdünnern gab es keinen signifikanten Unterschied be-

züglich der Qualitätsminderung des Samens durch die Kryokonservierung. Aufgrund 

signifikant reduzierter Vitalitäts- und Motilitätswerte nach Kryokonservierung erschie-

nen die eingesetzten Verdünner ungeeignet zur Kryokonservierung epididymalen Al-

pakaspermas, obwohl sie in anderen Untersuchungen benutzt wurden  

(Durand et al. 2016). 

Die Verdünner Andromed® und Triladyl® erzielten in der Literatur bei Nebenho-

densperma anderer Tierarten bessere Motilitäts- und Vitalitätsraten. Epididymales  

Bullensperma hatte nach dem Auftauen mit Andromed®-zusatz 42,10  15,60 % Mo-

tilität und 51,60  12,00 % Vitalität. Die Proben mit Triladyl® zeigten  

58,10  10,90 % Motilität und 65,40  9,50 % Vitalität (Fleisch et al. 2017). Die Ge-

samtmotilität beim afrikanischen Büffel betrug 5 Minuten nach dem Auftauen bei den 

Proben mit Andromed® 44,1  21,94 % und bei den Proben mit Triladyl®  

56,40  16,15 % (Herold et al. 2004). Katernebenhodensperma mit Triladyl® hatte 

nach Kryokonservierung 51,80  3,50 % Gesamtmotilität und 44,20  3,00 % Vitalität. 

Katernebenhodensperma mit Andromed®-zusatz hatte nach Kryokonservierung  

25,90  5,00 % Gesamtmotilität und 30,40  3,00 % Vitalität (Jimenez et al. 2013). 
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Bei Sperma, das aus dem Nebenhoden gewonnen wurde, scheiden die Zusammen-

setzung der Sekrete der akzessorischen Geschlechtsdrüsen und pH-Wert des Neben-

hodengewebes als Einflussfaktoren auf Motilität und Vitalität aus. Der Grund für die 

schlechtere Motilität und Vitalität von Alpakasperma im speziesübergreifenden Ver-

gleich scheint somit im Aufbau und Metabolismus der Spermien begründet zu sein.  

Eine intakte Struktur von Mittelstück und Schwanz der Spermien sehen humanmedizi-

nische Studien als Voraussetzung für Motilität an (Zhao et al. 2018). Zur Struktur ge-

hören Außenfibrillen, Faserscheide und Axonem (Piasecka et al. 2003).  

Darüber hinaus scheint sich die Struktur der Spermien auf die Geschwindigkeit auszu-

wirken. Beim Menschen korreliert die Länge der Außenfibrillen mit der Länge von Mit-

telstück und Schwanz (Zhao et al. 2018). Die Länge des Mittelstücks beeinflusst wie-

derum die Geschwindigkeit der Spermienbewegung (Firman und Simmons 2010). 

 

Die artübergreifende Studie von Tourmente et al. (2011) erfasste verschiedene mor-

phologische Spermienparameter von 226 Spezies, darunter Hausrind, Hauskatze und 

Lama. Dabei korrelierte Spermienlänge und Geschwindigkeit der Spermienbewegung 

(Tourmente et al. 2011). Folglich könnte die größere Länge der Spermien von Kater, 

Bulle und Büffel eine Ursache für die höhere Motilität im Vergleich zum Alpaka sein.  

 

Die für die Fortbewegung der Spermien notwendige Energie liefern die Mitochondrien. 

In den Mitochondrien finden diverse Stoffwechselwege statt, wodurch Spermien ver-

schiedene Substrate zur Energiegewinnung nutzen können. Die in Mitochondrien 

hauptsächlich ablaufenden Stoffwechselwege wiesen speziesspezifische Unter-

schiede auf (Piomboni et al. 2012). Dies erklärt möglicherweise die unterschiedliche 

Wirkung derselben Verdünner bei verschiedenen Tierarten. Die Varianz des Stoff-

wechsels der Mitochondrien könnte somit ein Grund für die niedrigeren Motilitätsraten 

von Andromed®- und Triladyl®-konservierten Spermien beim Alpaka im Vergleich zu 

Bulle und Kater sein. 

Darüber hinaus spielen laut Amaral et al. (2013) Mitochondrien eine wichtige Rolle bei 

der Apoptose und der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Schäden durch 

übermäßige ROS-Produktion induzierten Apoptose, was sich initial im Absinken von 

Motilität und Vitalität äußerte (Aitken et al. 2012). Diese Fakten lassen mutmaßen, 
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dass bei Alpakasperma eine stärkere Produktion von ROS und/ oder eine höhere Emp-

findlichkeit gegenüber diesen Metaboliten vorliegen als bei Samen von Bulle und  

Kater. 

 

Die durchschnittliche Hodenlänge der Hengste, deren Sperma analysiert wurde, be-

trug in der vorliegenden Arbeit 5,40  0,94 cm (Min. 3,70 cm; Max. 7,80 cm). Die Hoden 

wiesen eine durchschnittliche Breite von 3,70  0,66 cm und Höhe von 3,30  0,61 cm 

auf. Das Hodenvolumen hatte keine Auswirkungen auf Motilität, Plasmamembran- 

integrität, Vitalität und Pathomorphologie. 86,20 % der Hengste wiesen Unterschiede 

im Volumen von linkem und rechtem Hoden auf. Dies hatte keinen signifikanten Effekt 

auf einen, der in der vorliegenden Arbeit erhobenen spermatologischen Parameter. 

 

Beim Bullen wird in Zuchttauglichkeitsuntersuchungen der Skrotalumfang ermittelt, da 

eine Korrelation dieses Parameters mit der Hodengröße (Abraham et al. 2016) und 

der Spermaproduktion (Brito et al. 2004) belegt ist. Aufgrund der anatomischen Lage 

und geringen Größe der Hoden beim Alpaka ist dieser Parameter in vivo schwierig zu 

erfassen. Alternativ bietet sich laut Abraham et al. (2016) beim Alpaka die Ermittlung 

der Hodenlänge an. Dieser Parameter gibt, idealerweise in Kombination mit Body  

Condition Score und Alter, Aufschluss über die Spermaproduktion  

(Abraham et al. 2016). 

 

Interessanterweise war die durchschnittliche Hodenlänge in der vorliegenden Arbeit 

größer als bei Mamani-Mango et al. (2019). Mamani-Mango et al. (2019) erfassten 

Gewicht, Länge und Umfang von Alpakahoden nach Kastration vor der Gewinnung 

von Nebenhodensperma. Die Parameter wurden für die eingesetzten Gewinnungsme-

thoden (retrograde Spülung/ Zerkleinern der Nebenhoden) getrennt erfasst. Die durch-

schnittliche Hodenlänge betrug 35,70  4,60 mm bei den Nebenhoden, die zerkleinert 

wurden, und 35,10  4,80 mm bei den Nebenhoden, die gespült wurden.  

Die peruanische Studie legte das Mindestalter der Probanden auf über 3 Jahre fest. 

Weitere Angaben zum Alter der Hengste wurden keine gemacht. In der vorliegenden 

Untersuchung betrug der Median des Alters der Hengste, von denen Sperma gewon-

nen werden konnte, 3 Jahre.  
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In der Literatur wurde bereits erwähnt, dass die Hoden von Alpakas in Peru kleiner 

waren als von australischen Alpakas, was vermutlich auf einen schlechteren Ernäh-

rungszustand zurückzuführen war (Abraham et al. 2016). Entsprechende Unter-

schiede bezüglich Haltungsbedingungen und Ernährungszustand könnten folglich die 

Differenzen der Hodenlängen von Hengsten ähnlichen Alters bei  

Mamani-Mango et al. (2019) im Vergleich zu vorliegender Arbeit erklären. 

 

Entgegen der Ergebnisse vorliegender Arbeit zeigten die Hodenparameter bei 

Mamani-Mango et al. (2019) keine signifikanten Unterschiede in den Gruppen. Daraus 

schlossen die Autoren, dass sie keinerlei signifikante Auswirkungen auf die  

Gewinnungsmethode hatten.  

Hingegen existieren in der Literatur und analog zu den Ergebnissen der vorliegenden 

Arbeit Beschreibungen asymmetrischer Hoden bei Pampahirsch, Maus und Bison  

(Ungerfeld et al. 2017). Als Ursache für eine derartige, immer wieder in unterschiedli-

chen Ausprägungen auftretende Asymmetrie bilateral angelegter Strukturen vermuten 

Tomkins und Kotiaho (2002) genetischen und umgebungsbedingten Stress. 

Zur Klärung der Fragestellung inwiefern und wie häufig Asymmetrien der Hoden beim 

Alpaka auftreten, sind weitere Studien notwendig. 

 

Im Vergleich zu Mamani-Mango et al. (2019) wiesen Alpakas über 3 Jahre in einer 

schwedischen Studie größere durchschnittliche Hodenlängen auf  

(Abraham et al. 2016). Alle Hoden, die an 10 Hengsten über 3 Jahren in vivo vermes-

sen wurden, waren über 4 cm lang. Bei Messungen der Hodenlänge am isolierten Or-

gan (nach Kastration oder post mortem) betrug die Hodenlänge bei Tieren über  

36 Monate einmal unter 3 cm und bei den restlichen sieben Hengsten über 4 cm. Damit 

zeigten die Messergebnisse von Abraham et al. (2016) eine ähnliche Tendenz wie die 

Daten der vorliegenden Arbeit. Da Abraham et al. (2016) keine genauen Längenanga-

ben machten, kann kein detaillierter Vergleich der Ergebnisse erfolgen. Abraham et al. 

(2016) zogen das Fazit, dass beim Alpaka sicher mit Spermienproduktion ab einer 

Hodenlänge von  3,80 cm gerechnet werden kann. Dementgegen konnte in der vor-

liegenden Arbeit von einem Hengst mit einer Hodenlänge von 3,70 cm Sperma gewon-

nen werden. Zudem war die Mehrzahl der Hoden der Tiere, von denen kein Sperma 
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gewonnen wurde, länger als 3,80 cm. Lediglich drei Hoden dieser Gruppe unterschrit-

ten den Wert von 3,80 cm Länge. Die Angaben von Abraham et al. (2016) zur Bedeu-

tung der Hodenlänge können folglich nicht unwidersprochen bleiben.  

Abraham et al. (2016) stellten fest, dass die Hodengröße als Indikator der Spermapro-

duktion besser geeignet ist als das Alter eines Alpakahengstes. Aufgrund der in vorlie-

gender Arbeit erhobenen Werte, ist allerdings eine Schätzung der Spermaproduktion 

allein aufgrund der Hodenlänge als kritisch zu betrachten. Eine Kombination mehrerer 

Einflussfaktoren scheint sinnvoll. Dazu schlugen Abraham et al. (2016) idealerweise 

die Berücksichtigung von Alter, Hodenlänge und Body Condition Score vor. Interes-

santerweise konnte ein positiver Zusammenhang zwischen BCS und Hodengröße 

nachgewiesen werden (Abraham et al. 2016). Starke Varianzen der Hodengrößen le-

gen die Vermutung nahe, dass sich noch andere Faktoren auf die Hodengröße aus-

wirken (Abraham et al. 2016). Diese Faktoren sind oft genetische Defekte  

(Kova et al. 1999), Allgemeinerkrankungen, Hormonstörungen sowie Haltungs- und 

Fütterungsfehler (Gauly 2011).  

 

In humanmedizinischen Studien war die Masse der Hoden assoziiert mit der Anzahl 

der Sertolizellen und der spermatogenetischen Aktivität der Hoden. Dennoch konnte 

keine Korrelation von Hodenvolumen und den Parametern epididymalen Spermas 

festgestellt werden (Pintus et al. 2015). Dies deckt sich mit den in der vorliegenden 

Arbeit durchgeführten Analysen. 

Stelletta et al. (2011) stellten bezüglich der Anzahl an Spermien und Sertolizellen keine 

Unterschiede zwischen den linken und rechten Hoden bei Alpakahengsten fest. Dage-

gen wurden bei Pampashirschen bezüglich der spermatogenetischen Funktionalität 

Unterschiede zwischen den linken und rechten Hoden festgestellt  

(Ungerfeld et al. 2017). 
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5.4 Schlussbetrachtung 

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass es möglich ist beim 

Alpaka Sperma in zufriedenstellender Dichte und Menge durch Anschneiden der Ne-

benhoden und anschließendes Abspülen mit Verdünner zu gewinnen.  

 

Da beide im Vergleich getesteten Verdünner keine unterschiedlichen Ergebnisse lie-

ferten, sind beide gleich geeignet. Einschränkend muss festgestellt werden, dass die 

beiden getesteten Protokolle zu sehr heterogenen und insgesamt unbefriedigenden 

Auftauergebnissen führen. Insbesondere im Vergleich mit der Literatur, konnten teil-

weise deutlich schlechtere Ergebnisse erzielt werden. Dies liegt mit hoher Wahrschein-

lichkeit daran, dass die Samenzellen erstmals an einer heterogenen Population von 

Tieren gewonnen wurden und nicht nur aus wenigen Nebenhoden vorselektierter Pro-

banden. 
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6 Zusammenfassung 

Die Kryokonservierung epididymalen Spermas ist die Methode der Wahl, um geneti-

sches Material frisch verstorbener, wertvoller Zuchthengste zu sichern. Als Modell  

wurden in der vorliegenden Arbeit Nebenhoden aus Kastrationen eingesetzt. 

Ziel dieser Arbeit war es, Nebenhodensperma zu gewinnen, zu gefrieren und die Aus-

wirkungen der Kryokonservierung auf die Spermien im Vergleich zweier Verdünner zu 

untersuchen.  

 

Insgesamt wurden 40 Alpakahengste der Rasse Huacaya kastriert, welche zwischen 

2 und 8 Jahren alt waren. Zwei dieser Hengste waren einseitig kryptorchid, weshalb 

insgesamt 78 Nebenhoden in die Untersuchung eingingen. 

 

Nach der Kastration wurden von Hoden mitsamt Nebenhoden im Processus vaginalis 

Länge, Breite, Höhe und Umfang in cm erfasst. Die Nebenhoden wurden anschließend 

frei präpariert und angeschnitten. Das an den Schnittflächen austretende Sperma 

wurde gesammelt. Durch Aufträufeln von Verdünner wurden weitere Spermien aus 

den Anschnittflächen ausgeschwemmt. Das eingesetzte Verdünnervolumen betrug 

0,40 ml. Bei den linken Nebenhoden wurde ein Verdünner ohne tierische Fremdprote-

ine (Andromed®, Minitüb, Tiefenbach) und bei den rechten Nebenhoden ein Verdün-

ner mit Zugabe von Eigelb (Triladyl®, Minitüb, Tiefenbach) eingesetzt. 

 

Bei 58 Nebenhoden war die Spermagewinnung erfolgreich. Aus 13 Nebenhoden (einer 

von einem Kryptorchiden) konnte kein Sperma gewonnen werden. Diese Nebenhoden 

wurden histologisch aufbereitet. Die daraus angefertigten Präparate wurden mit Hä-

matoxylin-Eosin gefärbt.  

 

Das Nebenhodensperma wurde direkt im Anschluss an die Gewinnung und nach dem 

Auftauen spermatologisch untersucht. Der Anteil lebender und toter Spermien wurde 

anhand der Supravitalfärbung mit Eosin-G ermittelt. Der hypoosmotische Schwelltest 

(HOS-Test) gab Aufschluss über den Prozentsatz von Spermien mit intakter Plasma-

membran. Die vorliegende Arbeit verglich erstmals die Ergebnisse von Eosin-G- 

Färbung und HOS-Test von Alpakasperma einzelner Nebenhoden. Zur Beurteilung der 
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Pathomorphologie wurde die Spermac®-Färbung eingesetzt. Eine Beschreibung ein-

zelner Pathomorphologien bei Nebenhodensperma vom Alpaka erfolgte in der vorlie-

genden Arbeit zum ersten Mal.  

Motilität und Dichte wurden mithilfe der computer-assistierten Spermienanalyse  

bestimmt.  

Folgende relevanten Ergebnisse wurden erzielt: 

 

• Das durchschnittliche Hodenvolumen betrug 36,10  18,90 cm3 bei den Proban-

den, von denen Sperma in die Untersuchung einging, und 18,80  22,10 cm3 

bei den Hengsten, aus deren Nebenhoden kein Sperma gewonnen werden 

konnte. 

 

• Das Hodenvolumen hatte keine signifikanten Auswirkungen auf Motilität,  

Plasmamembranintegrität, Vitalität und Pathomorphologie der Spermien. 

 

• Die Erfolgsquote der Spermagewinnung betrug 83 %. 

 

• Es erfolgte der Nachweis von Spermien in 23 % der Präparate der Nebenhoden, 

aus denen kein Sperma gewonnen werden konnte. 

 

• Die Menge und Qualität der gewonnenen Spermien variierten stark zwischen 

den einzelnen Hengsten. 

 

• Einen statistisch hoch signifikanten Effekt hatte die Kryokonservierung auf die 

Motilität und Vitalität (p < 0,0001). Auf den Anteil pathologischer Spermien  

(p = 0,0048) und den Akrosomenstatus hatte die Kryokonservierung eine signi-

fikante Wirkung (p = 0,02). 

 

• Vor Kryokonservierung unterschieden sich die Ergebnisse von Eosin-Färbung 

und HOS-Test statistisch signifikant (p < 0,0001). Daher empfiehlt es sich beide 

Methoden in Kombination zur Vitalitätsbestimmung einzusetzen. 

 

• Triladyl® erzielte nach Kryokonservierung bessere Ergebnisse bzgl. der Vitalität 

als Andromed®. Der Anteil vitaler Spermien der Triladyl®-behandelten Proben 
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war in der Eosin-Färbung 8,36 % und im HOS-Test 4,35 % höher als bei den 

Proben mit Andromed®. Der Prozentsatz anomaler und motiler Spermien diffe-

rierte nach Kryokonservierung weniger als 1 %. 

 

• Der Verdünner wirkte sich nach Kryokonservierung statistisch signifikant auf die 

Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung aus (p = 0,069).  

 

 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es möglich ist 

Sperma durch Anschneiden der Nebenhoden zu gewinnen. Es erfolgte erstmals eine 

Beschreibung einzelner Pathomorphologien und ein Vergleich von Eosin-Färbung 

(Eosin-G) und HOS-Test von Alpakasperma einzelner Nebenhoden. Durch die Kryo-

konservierung wurden deutliche Veränderungen der Spermien induziert, wobei sich 

die angewandten Verdünner nicht unterschieden. Die beiden eingesetzten Protokolle 

führten zu sehr heterogenen Auftauergebnissen, die insgesamt schlechter waren als 

in vergleichbarer Literatur. Der Grund hierfür ist wahrscheinlich die heterogene Pro-

bandenpopulation, die nicht vorselektiert war und eine breite  

Altersspannweite aufwies. 
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 Summary  

Cryopreservation of epididymal sperm is the method of choice to save genetic material 

of valuable males that recently died. In the current study epididymides from castrations 

were used as a model.  

The aim of this work was to extract epididymal sperm, to freeze it and to study the 

effects of cryopreservation on the sperm comparing two semen extenders. 

 

Altogether 40 male alpacas of the breed Huacaya were castrated. Males were between 

2 and 8 years old. Two of these males have been unilateral cryptorchid, so a total of 

78 epididymides were obtained.  

 

Testicles and epididymides in the vaginal process were measured with a tape, to rec-

ord the length, width, height and circumference in cm. Subsequently the epididymides 

were dissected and cut on the surface. Sperm leaked out of the cut surface and was 

recovered. More sperm were washed out of the epididymides by dropping 0.40 ml of 

extender on them. 

 

On the left epididymides an extender without animal proteins (Andromed®, Minitüb, 

Tiefenbach) and on the right epididymides an extender with egg yolk (Triladyl®, 

Minitüb, Tiefenbach) were used.  

 

The sperm collection was successful in 58 epididymides. It was not possible to gain 

sperm out of 13 epididymides (one from a cryptorchid). These epididymides were pro-

cessed for histological evaluation and stained with hematoxylin eosin.  

Sperm were evaluated immediately after harvest and after thawing. Supravitalstain 

with eosin-y was used to determine the amount of vital and dead sperm. The rate of 

sperm with intact plasmamembrane was detected by hypoosmotic swelling test  

(HOS-test). For the first time results of eosin-y-stain and HOS-test of single epididym-

ides were evaluated comparatively in this work. Morphological evaluation was per-

formed on Spermac®-stained smears. In the present study individual abnormalities of 

epididymal sperm from the alpaca were assessed for the first time. 

Motility and density were identified with computer-assisted-sperm-analysis.  
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The following relevant results were achieved: 

 

• The mean testicular volume was 36.10  18.90 cm3 in animals, of which semen 

analysis were performed and 18.80  22.10 cm3 in males from whose epididymis 

sperm could not be obtained. 

 

• The volume of the testicles did not have any significant effects on the motility, 

vitality, integrity of the plasma membrane and pathomorphology of the sperm. 

 

• The success rate of sperm collection was 83 %. 

 

• Sperm were detected in 23 % of the histological preparations of the epididymi-

des, from which no sperm were obtained. 

 

• There was a large variation between the males concerning the amount and  

quality of the sperm.  

 

• Cryopreservation had the most obvious impact on the vitality and the motility 

with a statistical significance (p < 0.0001). Cryopreservation had a significant 

effect on the number of abnormal sperm (p = 0.0048) and the acrosomal status 

(p = 0.02). 

 

• Eosin stain and HOS-test had statistical influence on vitality before cryopreser-

vation (p = 0.069). Therefore, it is recommended to use both methods combined 

for determination of vitality. 

 

• Triladyl® achieved better results after cryopreservation in terms of vitality. In 

comparison to Andromed®-diluted semen the percentage of vital sperm in sam-

ples with Triladyl® was 8.36 % higher in the eosin stain and 4.35 % higher in 

the HOS-test. The percentage of abnormal and motile sperm after cryopreser-

vation differed by less than 1 %. 

 

• The semen extender had a statistically significant effect on the results of the 

analysis of vitality after cryopreservation (p = 0.069).  
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In conclusion, this work has shown, that it is possible to gain sperm by cutting into 

epididymides. For the first time sperm abnormalities were evaluated, and the results of 

eosin-y stain and hypoosmotic swelling test of alpaca sperm of single epididymides 

were compared. Cryopreservation induced significant changes in the sperm, with no 

difference between the semen extenders. The two protocols used led to very hetero-

geneous results after cryopreservation. In total these results were worse than in the 

literature. The reason for this is probably the heterogeneous subject population that is 

not preselected and has a wide range of age. 
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 Anhang 

 

 

9.1 Einstellungen des SpermVision®- und AndroVision®-Analysesystems 

 

Tab. 12: Einstellungen SpermVision® und AndroVision® 

Parameter Anwendung/ Einstellung 

Tiefe der Probenkammer 20 µm 

Eingesetztes Volumen pro Kammer 2,50 µl 

Analysentemperatur 37 C 

Fläche zur Erkennung des Spermienkop-

fes 

10 – 22 µm2 

Formfaktor bei AndroVision® 1,30 

Anzahl untersuchter Spermien bzw. Felder Min. 500 Spermien oder 10 

Felder  

Bildwiederholungsrate 60 /sec 

Videosequenzdauer 0,50 sec 

Immotile Spermien ALH < 1,00 µm 

VCL < 24,00 µm/s 

Gesamtmotile Spermien ALH > 1,00 µm 

VCL > 24,00 µm/s 

 

 

9.2 Rezepte 

 

9.2.1 Eosin-Färbelösung 

• 2 g Eosin G (Fa. Merck, Darmstadt) 

• 3 g Natriumcitrat (Fa. Merck, Darmstadt) 

• ad. 100 ml Aqua dest. 
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9.2.2 Hypoosmotische Lösung (150 mosmol)  

 (Jeyendran et al., 1992; Hoffmann, 2003) 

• 0,735 g Natriumcitrat (Fa. Merck, Darmstadt) 

• 1,351 g Fruktose (Fa. Merck, Darmstadt) 

• ad 100 ml Aqua destillata 

 

 

9.2.3 Materialien und Durchführungen zur histologischen Aufbereitung 

 

 

Tab. 13: Zusammensetzung des neutral gepufferten 10 %-igen Formalins  

(Formol nach Lillie) für 1 Liter Lösung

Formaldeyhd (37 %) (Merck; Darmstadt) 100 ml 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Merck) 4,00 g 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Merck) 6,50 g 

Aqua destillata 900 ml 

 

 

Tab. 14: Zusammensetzung des neutralen Puffers (für 1 Liter Lösung) 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat(Merck, Darmstadt) 13,80 g 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Merck) 17,80 g 

Aqua destillata 1000 ml 

 

 

Tab. 15: Zusammensetzung des 70 %-igen Isopropanols (für 1 Liter Lösung) 

98 %-iges Isopropanol 700 ml 

Aqua destillata 300 ml 
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Tab. 16: Ablauf und Durchführung der aufsteigenden Alkoholreihe, alle verwendeten 

Lösungen wiesen Raumtemperatur auf 

Schritt Lösung Zeit in Minuten 

Dehydratation Isopropanol 70 % (Carl Roth; Karlsruhe) 15 

 Isopropanol 80 % (Carl Roth; Karlsruhe) 15 

 Isopropanol 96 % (Carl Roth; Karlsruhe) 15 

 Isopropanol 100 % (Carl Roth; Karlsruhe) 15 

 Isopropanol 100 % (Carl Roth; Karlsruhe) 15 

Waschen Xylol (Merck; Darmstadt) 15 

 Xylol (Merck; Darmstadt) 15 

 

 

Tab. 17: Ablauf und Durchführung der APES Beschichtung zur besseren Anheftung 

des Schnittes auf dem Objektträger 

Schritt Lösung Zeit / Häufigkeit 

Inkubation APES 2% (Merck; Darmstadt) 20 Sekunden 

Waschen Aceton (Merck; Darmstadt) 2 Mal 

 Aqua destillata 2 Mal 
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Tab. 18: Protokoll zur Hämatoxylin Eosin-Färbung (HE Färbung) 

Schritt Lösung Zeit in Minuten 

Reinigung Xylol (Merck; Darmstadt) 

Xylol (Merck; Darmstadt) 

10 

10 

Rehydrierung Ethanol 100 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 96 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 80 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 70 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 60 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 50 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

Waschen Aqua destillata 5 

Färbung Hämatoxylin (Merck; Darmstadt) 3 

Waschen Leitungswasser 3 - 5 

Färbung Eosin 0,1 % 3 - 5 

Waschen Leitungswasser 0,5 

Rehydrierung Ethanol 50 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 60 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 70 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 80 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 96 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

Ethanol 100 % (Carl Roth; Karlsruhe) 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

Reinigung Xylol (Merck; Darmstadt) 

Xylol (Merck; Darmstadt) 

10 

10 
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9.3 Ergebnistabellen 

 

 

Tab. 19: Hodenmaße und -volumina der Probanden (n = 7), deren Nebenhoden histo-

logisch untersucht wurden. Je Zeile sind die Daten eines Hengstes nach Sei-

ten getrennt (links/ rechts) dargestellt 

Länge (cm) Breite (cm) Höhe (cm) Volumen (cm3 ) 

links rechts links rechts links rechts links rechts 

4,00 3,70 2,00 2,00 2,50 2,00 10,50 7,70 

4,50 5,00 2,80 2,50 3,00 3,00 19,80 19,60 

3,50 3,50 2,50 3,00 2,00 2,50 9,20 13,70 

4,00 8,80 1,50 4,50 1,30 5,00 4,10 91,90 

5,00 * 4,00 * 3,50 * 36,70 * 

4,30 3,7 2,00 2,00 2,50 2,00 11,30 7,70 

4,00 4,00 2,50 2,00 2,30 2,50 12,00 10,50 

* kein Eintrag, da kein rechter Hoden vorliegend (kryptorchider Hengst) 
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Tab. 20: Hodenmaße und -volumina der Probanden (n = 29), von denen Spermien ge-

wonnen und analysiert wurden. Eine Zeile gibt die Daten eines Hengstes nach 

Seiten getrennt (links/ rechts) wieder 

Länge (cm) Breite (cm) Höhe (cm) Volumen (cm3 ) 

links rechts links rechts links rechts links rechts 

6,00 6,00 2,50 2,70 3,50 3,40 27,50 28,80 

4,50 4,70 3,00 2,80 2,30 2,40 16,30 16,500 

5,00 4,90 3,10 3,00 2,30 2,40 18,70 18,50 

5,50 5,70 3,50 3,00 3,50 3,50 35,30 31,30 

6,30 6,30 4,00 4,00 3,50 3,40 46,20 44,90 

4,00 4,00 3,50 3,50 3,00 3,00 22,00 22,00 

3,70 4,00 3,40 3,40 2,70 2,80 17,80 19,90 

6,00 5,80 4,20 4,20 3,50 3,50 46,20 44,60 

5,50 5,80 3,00 3,80 3,30 3,50 28,50 40,40 

5,50 5,80 3,20 3,30 3,50 3,80 32,30 38,10 

5,00 5,20 3,00 3,20 2,50 2,30 19,60 20,00 

6,00 6,00 4,40 4,00 3,80 3,50 52,50 44,00 

5,50 5,70 3,50 3,50 3,00 3,20 30,20 33,40 

7,50 7,80 5,00 5,30 4,30 4,00 84,40 86,60 

6,00 6,40 4,30 4,20 3,00 3,20 40,50 45,00 

5,30 5,50 3,00 3,00 2,70 2,50 22,50 21,60 

7,50 7,20 5,00 4,70 4,50 5,00 88,40 88,60 

4,50 4,50 3,50 3,00 3,00 3,00 24,70 21,20 

4,70 4,50 3,50 3,50 3,50 4,00 30,10 33,00 

6,00 6,00 4,50 4,50 4,00 4,30 56,50 60,80 

6,30 6,50 5,00 5,00 4,30 4,00 70,90 68,10 

4,00 4,00 3,00 3,50 3,50 3,00 22,00 22,00 

5,20 5,50 4,00 4,00 3,50 3,50 38,10 40,30 

4,00 4,00 3,50 3,50 2,50 2,50 18,30 18,30 

4,50 4,50 2,60 3,20 2,30 2,50 14,10 18,80 

5,00 5,00 3,50 3,50 3,00 3,00 27,50 27,50 

5,50 5,50 3,90 4,00 3,50 3,50 39,30 40,30 

5,00 5,00 3,80 4,30 3,50 3,70 34,80 41,70 

4,50 4,50 3,50 3,00 3,50 3,00 28,90 21,20 
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Tab. 21: Prozentuale Anteile morphologisch veränderter Spermien in den frischen 

Proben mit Andromed®-Zusatz (n = 29). Darstellung anhand von 

arithmetischem Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum (Min.) und 

Maximum 

Morphologische Veränderung x̅  SD Min. Max. 

Akrosom nicht vorhanden 7,43  6,43 1,00 27,50 

Zwergkopf  3,86  3,70 0,00 16,50 

Riesenkopf  0,12  0,26 0,00 1,00 

Lanzenform  0,76  0,64 0,00 2,00 

Kolbenform  1,69  1,70 0,00 9,50 

schmal  1,48  1,43 0,00 7,00 

deformiert  3,09  1,86 0,00 7,50 

Doppelkopf  0,34  0,48 0,00 1,50 

Spatelform  0,72  0,89 0,00 4,00 

abaxialer Schwanzansatz  0,67  0,74 0,00 3,00 

paraxialer Schwanzansatz  0,43  0,55 0,00 1,50 

retroaxialer Schwanzansatz  0,29  0,39 0,00 1,00 

Halsbruch  2,26  2,90 0,00 12,50 

Schleifenform  5,53  4,11 0,00 13,00 

aufgerollt  2,67  2,75 0,00 13,00 

um Kopf gerollt  1,47  2,36 0,00 10,50 

abgeknickt  2,21  1,61 0,00 6,00 

Doppelschwanz  0,03  0,19 0,00 1,00 

lose Köpfe  5,43  4,03 0,50 18,50 

Plasmatropfen Hals  24,48  13,89 3,00 57,00 

Plasmatropfen Mittelstück  3,36  4,56 0,00 17,00 

Plasmatropfen Schwanz  0,10  0,31 0,00 1,00 

Plasmatropfen gesamt 27,95  15,23 5,50 60,00 

Pathomorphologische Samenzel-

len gesamt  

(ohne Plasmatropfen) 

39,43  13,76 18,00 72,50 
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Tab. 22: Prozentuale Anteile morphologisch veränderter Spermien (%) in den frischen 

Proben die Triladyl® enthielten (n = 29). Darstellung anhand von 

arithmetischem Mittelwert (x̅), Standardabweichung (SD), Minimum (Min.) und 

Maximum (Max.)

Morphologische Veränderung x̅  SD Min. Max. 

Akrosom nicht vorhanden 5,28  5,53 0,00 22,00 

Zwergkopf  3,64  2,37 0,50 11,50 

Riesenkopf  0,07  0,18 0,00 0,50 

Lanzenform  0,84  0,76 0,00 2,50 

Kolbenform  1,72  1,84 0,00 10,00 

schmal  1,50  1,33 0,00 4,50 

deformiert  3,12  1,63 0,00 7,50 

Doppelkopf  0,29  0,45 0,00 1,50 

Spatelform  0,83  0,95 0,00 3,00 

abaxialer Schwanzansatz  0,41  0,67 0,00 3,00 

paraxialer Schwanzansatz  0,26  0,37 0,00 1,00 

retroaxialer Schwanzansatz  0,16  0,30 0,00 1,00 

Halsbruch  2,31  2,98 0,00 11,50 

Schleifenform  4,00  3,18 0,00 14,50 

aufgerollt  2,69  3,32 0,00 13,50 

um Kopf gerollt  1,31  1,58 0,00 5,50 

abgeknickt  2,17  2,17 0,00 7,50 

Doppelschwanz  0,00  0,00 0,00 0,00 

lose Köpfe  5,26  4,45 0,50 18,50 

Plasmatropfen Hals  29,72  13,58 7,50 56,50 

Plasmatropfen Mittelstück  4,17  3,87 0,00 15,50 

Plasmatropfen Schwanz  0,10  0,34 0,00 1,50 

Plasmatropfen gesamt 34,00  14,91 7,50 57,50 

Pathomorphologische Samen-

zellen gesamt 

(ohne Plasmatropfen) 

37,33  11,93 7,00 65,00 
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Tab. 23: Darstellung morphologisch veränderter Spermien (%) in den 29 aufgetauten 

Proben mit Andromed® (x̅  SD, Min., Max., Med.) 

Morphologische Veränderung x̅  SD Min. Max. 

Akrosom nicht vorhanden 10,50  8,94 1,50 36,00 

Zwergkopf  3,55  3,16 0,50 15,00 

Riesenkopf  0,03  0,13 0,00 0,50 

Lanzenform  0,84  0,75 0,00 2,50 

Kolbenform  1,72  1,61 0,00 9,00 

schmal  1,81  1,07 0,00 4,00 

deformiert  3,21  2,30 0,00 12,50 

Doppelkopf  0,22  0,41 0,00 1,50 

Spatelform  1,05  0,89 0,00 3,50 

abaxialer Schwanzansatz  0,38  0,32 0,00 1,00 

paraxialer Schwanzansatz  0,31  0,45 0,00 1,50 

retroaxialer Schwanzansatz  0,22  0,32 0,00 1,00 

Halsbruch  2,79  3,56 0,00 13,00 

Schleifenform  7,40  4,87 1,50 20,00 

aufgerollt  2,24  2,31 0,00 8,00 

um Kopf gerollt  0,69  0,89 0,00 3,00 

abgeknickt  2,90  2,56 0,00 10,50 

Doppelschwanz  0,02  0,09 0,00 0,50 

lose Köpfe  4,24  3,51 0,50 18,00 

Pathomorphologische gesamt 

(ohne Plasmatropfen) 
44,22  12,40 17,00 69,50 
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Tab. 24: Pathomorphologien (%) in den aufgetauten Samenproben mit Triladyl®-

Zusatz (n = 29). Darstellung anhand von arithmetischem Mittelwert (x̅), 

Standardabweichung (SD), Minimum (Min.) und Maximum (Max.) 

Morphologische Veränderung x̅  SD Min. Max. 

Akrosom nicht vorhanden 9,19  7,94 1,00 33,00 

Zwergkopf  4,40  4,45 1,00 18,50 

Riesenkopf  0,07  0,18 0,00 0,50 

Lanzenform  0,57  0,64 0,00 2,50 

Kolbenform  1,81  1,82 0,00 10,00 

schmal  1,84  1,43 0,00 5,00 

deformiert  3,36  3,30 0,00 18,00 

Doppelkopf  0,26  0,34 0,00 1,00 

Spatelform  1,05  1,06 0,00 4,00 

abaxialer Schwanzansatz  0,16  0,30 0,00 1,00 

paraxialer Schwanzansatz  0,19  0,31 0,00 1,00 

retroaxialer Schwanzansatz  0,22  0,39 0,00 1,50 

Halsbruch  3,74  4,61 0,00 16,50 

Schleifenform  6,28  3,29 2,50 18,00 

aufgerollt  2,53  2,96 0,00 13,00 

um Kopf gerollt  0,88  1,05 0,00 3,50 

abgeknickt  2,90  2,39 0,00 9,00 

Doppelschwanz  0,02  0,09 0,00 0,50 

lose Köpfe  4,41  4,65 0,50 23,00 

Pathomorphologische gesamt 

(ohne Plasmatropfen) 
43,98  12,86 19,00 66,00 
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Tab. 25: Zusammenhang zwischen Hodenvolumen, Verdünner und Einfrieren auf die 

morphologischen Veränderungen. Die Darstellung erfolgt als 

Wahrscheinlichkeit (p) 

Variablen Faktoren 

 

Wechsel- 

wirkung 

 

Morphologische 

Veränderung 

Hoden-

volumen 

Verdün-

ner 

Einfrie-

ren 

Verdünner 

x Einfrieren 

Riesenkopf 0,50 0,23 0,04 0,12 

Lanzenform 0,53 0,49 0,52 0,05 

Kolbenform 0,75 0,85 0,86 0,86 

schmal 0,93 0,94 0,17 0,97 

deformiert 0,96 0,91 0,70 0,79 

Doppelkopf 0,89 0,65 0,27 0,58 

Spatelform 0,61 0,50 0,04 0,60 

abaxialer Schwanzansatz 0,21 0,02 0,01 0,28 

paraxialer Schwanzansatz 0,64 0,06 0,21 0,97 

retroaxialer Schwanzansatz 0,79 0,06 0,38 0,18 

Halsbruch 0,64 0,93 0,33 0,37 

aufgerollt 0,42 0,96 0,29 0,61 

um Kopf gerollt 0,14 0,45 0,0009 0,24 

abgeknickt 0,11 0,90 0,06 0,94 

Doppelschwanz 0,33 1,00 0,05 1,00 

lose Köpfe 0,97 0,78 0,10 0,98 

Zwergkopf 0,19 0,53 0,71 0,53 

Schleifenform 0,35 0,06 0,04 0,42 

Akrosom nicht vorhanden 0,64 0,01 0,02 0,14 
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