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1 Einleitung

Ca. 10-20 % der Ehen in der Bundesrepublik Deutschland bleiben ungewollt kinderlos
(Schmidt-Matthiesen 1992). Die Ursachenhaufigkeit einer sterilen bzw. infertilen
Partnerschaft liegt dabei zu 50 % beim weiblichen, zu 30 % beim mannlichen und zu 20 %
bei beiden Partnern (Schmidt-Matthiesen 1992). Eine wichtige Rolle spielt in diesem Zu-
sammenhang die durch urogenitale Infektionen verursachte Infertilitat.

1.1 Definition der mannlichen Infertilitat
Die WHO (1993) definiert die mannliche Infertilitat als fehlenden Eintritt einer Schwanger-
schaft nach spatestens 12 Monaten ungeschutzten Geschlechtsverkehrs. Dabei unter-

scheidet man eine primare und sekundare Infertilitdt des Mannes. Eine primare Infertilitat
liegt dann vor, wenn ein Mann niemals zuvor eine Frau befruchtet hat. Bei der sekundaren
Infertilitat war der Mann zuvor schon einmal Vater, ungeachtet der Tatsache ob dieses mit
der jetzigen Partnerin war und ob die Schwangerschaft erfolgreich ausgetragen wurde
(WHO 1993). In 50 % aller ,sterilen Partnerschaften® wird dem Mann eine (co-)atiologi-
sche Rolle zugeschrieben (Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Urologie, Urologe A
1997).
Verschiedene atiopathogenetische Ursachen werden fur die mannliche Infertilitat verant-
wortlich gemacht. Diese sind von der WHO 1993 (WHO 1993) festgelegt und werden in
der folgenden Aufstellung dargestellt:

*Sexuelle und/oder ejakulatorische Dysfunktion

*Immunologische Ursachen

*Keine erfalRbare Ursache

*|solierte Abnormalitat des Seminalplasmas

elatrogene Ursachen

» Systemische Ursachen

*Kongenitale Abnormalitaten

*Erworbener testikularer Schaden

*Varikozele

*Mannliche Adnexinfektionen (urogenitale Infektionen)

*Endokrine Ursachen

*ldiopathische Oligozoospermie

e |diopathische Asthenozoospermie

*ldiopathische Teratozoospermie

* Obstruktive Azoospermie

*|diopathische Azoospermie
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Einen Faktor der mannlichen Infertilitdt kbnnen damit urogenitale Infektionen darstellen.
Mittlerweile ist es generell akzeptiert, dal} eine der wesentlichen Ursachen der mannlichen
Infertilitat die symptomatische oder asymptomatische Infektion des Urogenitaltraktes dar-
stellt (Weidner et al. 1999).

1.2 Urogenitale Infektionen als Infertilitatsursache

Als urogenitale Infektionen bezeichnet man die Invasion, Adharenz, Vermehrung sowie die
Ausbreitung von Erregern im Urogenitaltrakt. Infolge einer Keimbesiedelung und Entzin-
dung des Urogenitalsystems kommt es im Verlauf zu einer unspezifischen oder spezifi-
schen Reaktion des Wirtsorganismus auf die eingedrungenen Erreger (Weidner und
Schiefer 1998, Huwe und Weidner 2000 b). Hierbei unterscheidet man die verschiedenen
Infektionen nach ihrer Erregermanifestation: Pyelonephritis, Nierenabszel3, Zystitis, akute
und chronische Prostatitis, Prostataabszel3, Epididymitis, Orchitis, Urethritis und Balanitis.
Zahlreiche klinische und experimentelle Studien haben sich mit dem EinfluR entzindlicher
Prozesse und der direkten Wirkung von Mikroorganismen auf die Spermatozoen, die
mannlichen Adnexorgane und deren Sekrete beschaftigt. Hierbei ist der EinfluR auf die
Spermatozoenkonzentration, -motilitdt und -morphologie sowie auch Veranderungen des
Seminalplasmas (Schirren und Zander 1966, Weidner et al. 1985, Jaques et al. 1990,
Christiansen et al. 1991, Diemer et al. 1996 und 2000 b) von besonderem Interesse.
Kommt es zu einer Infektion mit sexuell Ubertragbaren Erregern (z.B. Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoae, Ureaplasmen), kann es zu den fur diese Erreger
typischen Krankheitsbildern beim Mann (Urethritis, Prostatitis, Epididymitis, Orchitis)
kommen, aber auch zur Ubertragung der Erreger auf das weibliche Genitale, welches

ebenfalls die weibliche Fertilitat beeintrachtigen kann.

1.2.1 Haufigkeit urogenitaler Infektionen

Infektionen des mannlichen Urogenitaltraktes sind fur ca. 15 % der Falle mannlicher Infer-
tilitat verantwortlich (Diemer et al. 2000 a). Es ist mittlerweile anerkannt, dal® einer der we-
sentlichen Ursachen der mannlichen Infertilitat symptomatische oder asymptomatische
Infektionen des mannlichen Urogenitaltraktes darstellen (Weidner et al. 1999). In diesem
Zusammenhang erwahnt die Weltgesundheitsorganisation die Urethritis, Epididymitis,
Orchitis und Prostatitis als mehr oder weniger haufige Verursacher mannlicher Infertilitat
(WHO 1993). Nieschlag (1997) beschreibt bei einem Patientenkollektiv von 7802 infertilen
Mannern aus der Infertilitdtssprechstunde, dal in 9 % urogenitale Infektionen festgestellt
wurden. Im Folgenden werden die flr die mannliche Infertilitat wichtigsten Erkrankungen

dargestellt.



1.2.2 Spezielle Erkrankungen

1.2.2.1 Urethritis

Die infektiose Urethritis (Tab. 1) wird am haufigsten von sexuell Ubertragbaren Erregern
wie Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae und Ureaplasma urealyticum verur-
sacht (Weidner et al. 1999). Candida Spezies, Viren, z.B. das Herpes simplex-Virus oder
auch das Protozoon Trichomonas vaginalis kdnnen in weniger als 5 % eine Urethritis her-
vorrufen (Naher 1998). Mischinfektionen sind haufig. In ca. 20 % der Falle kann bei der
infektios bedingten Urethritis kein Erregernachweis erbracht werden. Eine nicht infektios
bedingte Urethritis kann aufgrund von allergischen Reaktionen, Traumata oder durch
Manipulationen an der Harnrohre hervorgerufen werden (Weidner et al. 1999). Asympto-
matische Infektionen der Urethra finden sich in 5-10 % der Falle und spielen epidemio-
logisch als Erregerreservoir eine wichtige Rolle (Weidner et al. 1999).

Die charakteristischen Merkmale einer akuten Urethritis sind der Fluor urethralis und bren-
nende Beschwerden in der Harnrdhre bei der Miktion. Diagnostisch hinweisend sind > 4
Granulozyten/Gesichtsfeld bei 1000-facher VergroRerung im Ausstrich des Urethralfluors
oder = 15 Granulozyten/Gesichtsfeld bei 400-facher VergroRerung im Ausstrich des Sedi-
ments des Ersturins (Schiefer 1998). Eine chronische Urethritis liegt bei fehlendem Fluor
urethralis und Nachweis von > 15 Leukozyten/Gesichtsfeld bei 400-facher VergrofRerung

im Sediment des Ersturins vor.

Tabelle1: Erregerspektrum der infektiosen Urethritis (nach Weidner et al. 1999)

Haufigkeit 5 % Haufigkeit 95 %
Sexuell Ubertragen Candida spp. Chlamydia trachomatis

Trichomonas vaginalis Ureaplasma urealyticum

Herpes simplex-Virus Il Neisseria gonorrhoeae
Nicht sexuell ibertagen Enterobacteriaceae spp.

Streptococcus spp.
Staphylococcus spp.

Anaerobier

Der Einflul einer Urethritis auf Fertilitdtsstorungen des Mannes ist umstritten (Weidner et
al. 1999). Die WHO (1993) beschreibt noch entziindlich bedingte Urethrastrikturen als
mogliche Ursachen einer eingeschrankten Fertilitdt durch  Stérungen der
Samendeposition. Wahrend einer Urethritis ist die vordere Harnrohre mit Erregern und
Entzindungszellen angesiedelt (Weidner et al. 1999), was eine Ejakulatanalyse zur

Diagnostik von Fertilitatsproblemen unmdglich macht.



1.2.2.2 Prostatitis

Der Begriff des Prostatitissyndroms umfaldt eine Vielzahl entziindlicher und nichtentziind-
licher Krankheiten der Prostata. Historisch wurde das Prostatitissyndrom in die von Drach
et al. (1978) festgelegte akute bakterielle, die chronische bakterielle und die abakterielle
Prostatitis sowie die Prostatodynie unterteilt. Aufgrund der klinisch schwierigen Unter-
scheidung zwischen abakterieller Prostatitis und Prostatodynie bzw. der Tatsache, dal}
Patienten mit Prostatodynie alle Symptome eines chronischen Schmerzsyndromes auf-
weisen, wurde eine neue Prostatitis-Klassifikation eingefuhrt. Diese wurde vom ,National
Institute of Health® (NIH) der USA propagiert und verdrangte die alte Nomenklatur (Nickel
1998). Nach der neuen NIH-Klassifikation (1999) teilt man das Prostatitissyndrom in vier

Kategorien ein:

NIH I: Akute bakterielle Prostatitis (akute Infektion der Prostata)

NIH II: Chronische bakterielle Prostatitis (rezidivierende Infektionen der Prostata)

NIH [l Chronische abakterielle Prostatitis/,Chronic-Pelvic-Pain-Syndrome*
(CPPS)(keine nachweisbare Infektion)

NIH [T A: Entzindliches CPPS (Leukozyten im Ejakulat, Prostatasekret oder
Exprimaturin)

NIH Il B: Nichtentziindliches CPPS (Keine Leukozyten im Ejakulat, Prostatasekret

oder Exprimaturin)
NIH IV: Asymptomatische entzindliche Prostatitis (keine Beschwerden, entdeckt
bei Prostatabiopsie oder durch Nachweis von Leukozyten im
Prostatasekret oder Ejakulat)
Die akute, bakterielle Prostatitis (NIH 1) imponiert durch ihre klinischen Symptome und wird
von den typischen Erregern der Harnwegsinfektionen (E. coli, Streptococcus faecalis,
Proteus species, etc.) verursacht (Weidner et al. 1991). Bei inkonsequenter Therapie ist
ein Ubergang in eine chronische Verlaufsform méglich.
Die chronische, bakterielle Prostatitis (NIH 1) wird neben den bekannten spezifischen
Entzindungsformen der Urogenitaltuberkukose vor allem durch die gram-negativen
Enterobakterien, aber auch von gram-positiven Enterokokken hervorgerufen. Es gibt
unterschiedliche Beurteilungen dieser Entziindungsformen und deren Einflul auf die Eja-
kulatparameter. Eine tuberkuldse Prostatitis soll bei den Betroffenen in 75 % zu einer
Oligo-Asthenozoospermie fuhren (Jimenez-Cruz et al. 1979).
Weidner et al. (1991) konnten in einer klinischen Studie im Vergleich aller Prostatitis-
formen mit einer Kontrollgruppe keine signifikanten Veranderungen von Spermatozoen-

dichte, -motilitdt und -morphologie feststellen. Die folgende Tabelle (Tab. 2) soll die kon-
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troversen Ergebnisse verschiedener Studien bezlglich der Spermatozoendichte, -motilitat

und —morphologie vergleichend gegenuberstellen.

Tabelle 2: Einflu von ,chronischer Prostatitis“ auf Spermatozoendichte, -motilitat und —
morphologie im Vergleich zur korrekten Diagnosestellung (nach Weidner et al. 1999 und
Ludwig et al. 2001)

Studie Negativer Negativer Negativer Prostatitis Kommentar
EinfluR auf EinfluB auf  EinfluB auf = aufgrund von (korrekte
Dichte Motilitat Morphologie @ Leukozyten- Prostatitis-
nachweis im diagnose?)
Prostatasekret
Caldamone et al. (1980) n.u. + n.u. n.u. nein
Giamarellou et al. (1984) + + (+) + ja
Christiansen et al.(1991) + + + - nein
Weidner et al. (1991) - - - + ja
Leib et al. (1994) - + + - nein
Krieger et al. (1996) - + - + ja
Huaijin et al. (1998) + n.u. n.u. + ja
Pasqualotto et al. (2000) - - - n.u. ja

(+) negativer Einflu3, (-) kein Einflu3, (n.u.) nicht untersucht

Eine deutliche Verbesserung der Ejakulatparameter nach antibiotischer Therapie bei einer
chronischen Prostatitis sowie bessere Schwangerschaftsraten konnten Giamarellou et al.
(1984) verzeichnen. Dabei wurden im wesentlichen E. coli und Staphylokokken als Erreger
isoliert. Baker et al. (1979) konnten eine Zunahme der Spermatozoenmotilitdt und nach-
folgende Schwangerschaften nach antibiotischer Therapie bei chronischer Prostatitis auf-
zeigen, obwohl der Nachweis von pathogenen Mikroorganismen im Prostataexprimat in
allen Fallen fehlte.

Die chronische, abakterielle Prostatitis (NIH 11l A) stellt eine weitere wichtige Prostatitis-
form dar. Hierbei sind Symptome und Entziindungszeichen nachweisbar, ein signifikanter
Erregernachweis fehlt jedoch (Krause und Weidner 1983). Es lassen sich zuweilen bei
diesen Entzindungen sexuell Ubertragbare Erreger (STD-Erreger) wie Ureaplasma urea-
lyticum und Chlamydia trachomatis in signifikanter Erregerzahl als fragliche Ursache
nachweisen (Weidner et al. 1980, Weidner et al. 1984, Weidner et al. 1988, Weidner et al.
1999). Die Bedeutung dieser chronischen Prostatitisformen auf die Ejakulatparameter ist
Gegenstand kontroverser Diskussionen. Krause und Weidner (1983) und Weidner et al.
(1985) konnten lediglich eine Leukozytenerhéhung in Ejakulaten von Patienten mit nach-
gewiesener Ureaplasmen assoziierter Prostatitis nachweisen, jedoch waren keine Veran-

derungen der Spermatozoendichte und -motilitat zu verzeichnen (Comhaire et al. 1980,
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Desai et al. 1980, Naessens et al. 1986). Diese Patienten wiesen ferner noch erniedrigte
Fruktose- und Zinkkonzentrationen im Ejakulat als Zeichen der Organaffektion auf.
Christiansen et al. (1991) und Leib et al. (1994) beobachteten bei Patienten mit
abakterieller Prostatitis stark beeintrachtigte Ejakulatparameter (Motilitatsverminderung,
erhdhte Anzahl abnormer Spermatozoen) gegenuber einem gesunden Kontrollkollektiv.
Zusatzlich stellten Leib et al. (1994) fest, dal} bei einer Prostatitisanamnese, die langer als
3 Jahre war, vermehrt morphologische Defekte der Spermatozoen und eine Verminderung
der Motilitatsparameter auftraten. Es muld bei diesen Studien jedoch angemerkt werden,
dafl} nicht die Einteilung der Prostatitis nach Drach et al. (1978) vorgenommen wurde, die
den Nachweis eitrigen Prostatasekretes voraussetzt.

Im Gegensatz zu den entzundlichen Formen des Prostatitissyndroms ist das nichtent-
zundliche “chronic pelvic pain syndrome® (NIH Il B), welches friher als Prostatodynie be-
zeichnet wurde, charakterisiert durch das Fehlen von Erregern und Entzindungszellen im
Prostataexprimat, Exprimatharn und Ejakulat. Die Atiologie dieses nichtentziindlichen
Prostatitissyndroms ist unklar. Differentialdiagnostisch mussen Veranderungen im End-
darm (Anogenitalbereich) abgeklart werden. Desweiteren werden auch psychoneurotische
Krankheiten, funktionelle Blasenentleerungsstérungen und morphologisch-obstruktive
Veranderungen am Blasenhals (bulbare Enge, Blasenhalssklerose) daflir verantwortlich
gemacht (Weidner und Jantos 1991, Vidal und Ludwig 1999). Veranderungen von Ejaku-
latparametern werden kontrovers diskutiert. Weidner et al. (1991 und 1999) hatten
keinerlei Unterschiede bezuglich der Spermatozoendichte, der Motilitat und der
Morphologie gegenitber gesunden Kontrollpersonen gefunden. Krieger et al. (1996)
fanden keine Unterschiede zwischen der abakteriellen Prostatitis (NIH 1l A) und der Pro-
statodynie (NIH [l B) bei den Entzindungsparametern im Seminalplasma und
Prostatasekret bezuglich des Ejakulatvolumens, der Spermatozoendichte und -
morphologie. Es konnte jedoch bei der abakteriellen Prostatitis eine Verminderung der
Spermatozoenmotilitat festgestellt werden. Pasqualotto et al. (2000) konnte ebenfalls
keine Unterschiede bei der Spermatozoendichte, -motilitat und -morphologie bei 36 Pati-
enten mit chronischer Prostatitis (NIH 11l A), 8 Patienten mit Prostatodynie (NIH Il B) und

19 Kontrollen feststellen.

1.2.2.3 Epididymitis

Die akute, infektiose Epididymitis ist eine schmerzhafte Entzindung des Nebenhodens,
die ein- oder beiderseits ausgebildet sein kann und mit einer starken Schwellung des
Nebenhodens einhergeht. Bei Mannern im jungen Erwachsenenalter sind meistens

Neisseria gonorrhoeae und Chlamydia trachomatis als Erreger nachweisbar. In diesen
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Fallen ist eine aszendierende Urethritis die Ursache flir die Epididymitis. Bei alteren
Mannern und bei Patienten mit Harnabflu3stérungen sind die typischen Harnwegs-
infektionskeime, wie z. B. E. coli, Pseudomonas aeruginosa und Streptococcus faecalis,
am haufigsten (Weidner et al. 1990). Besonders bei Infektionen mit E. coli ist ein Uber-
greifen der Entzindung auf den Hoden, sog. Epididymo-Orchitis, mit anschlieRender
Abszedierung beschrieben. Die Diagnosefindung ergibt sich aus der klinischen Sympto-
matik und einer ausfuhrlichen Infektionsdiagnostik (Tabelle 3). Ein direkter Erreger-
nachweis durch eine Ejakulatanalyse ist aufgrund der Schmerzsymptomatik bei der
Ejakulation nicht praktikabel (Weidner 1998).

Tabelle 3: Infektionsdiagnostik bei akuter Epidiymitis, Vorgehen der Giellener Arbeits-
gruppe (modifiziert nach Weidner 1998)
Akute Epididymitis Akute Epididymitis Chronische Epididymitis
Mit Ausflu®/Urethritisanamnese Ohne Ausflul/Pradisposition

Blasenentleerungsstorung

1. Urin: Mittelstrahlurin: Mittelstrahlurin:
Bakterien, Sediment, Sediment, Bakterien Sediment, Bakterien
LCR, PCR fur Chlamydia

trachomatis

Urethralabstrich: Tuberkulosediagnostik

Neisseria gonorrhoeae

Chlamydia trachomatis
Gram Farbung Ejakulatanalyse
Leukozytenzahlung bei steriler Urinkultur (Entzindungsparameter)

Prostatitisdiagnostik

Die Folgen einer akuten Epididymitis auf die Fertilitat kdbnnen vielfaltig sein. Die klinisch
gravierendste andrologische Folge ist das Auftreten einer Verschlulldazoospermie nach
bilateraler Epididymitis, die haufiger bei gonorrhoischer und tuberkuléser Epididymitis vor-
kommen kann (Weidner 1998). Therapie der Wahl hierbei ist dann in der Folge eine mikro-
chirurgische Epididymovasostomie. Die Ejakulatqualitat kann jedoch auch durch einen
einseitigen VerschluR des Samenleiters vermindert sein, ebenso die Ausreifung der
Spermatozoen im Nebenhoden. In vielen Fallen kann auch eine Abnahme der Spermato-
zoenzahl und Vorwartsmotilitat der Spermatozoen beobachtet werden (Weidner et al.
1999). Bekannt sind auch Spermatogenesestérungen nach Ubergreifen der Infektion auf
den Hoden (sog. Begleitorchitis) (Weidner 1998, Diemer et al. 2000 c). Die haufigste Ver-
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anderung ist das Auftreten eines reversiblen Oligoasthenoteratozoospermie-Syndroms.
Ferner besteht die Moglichkeit der Ausbildung einer chronischen Epididymitis, die als
Narbe oder Restinfiltrat imponiert und eine Erregerpersistenz ermoglicht (Berger et al.
1984). Weiterhin wird die Entstehung von Spermatozoenantikorpern diskutiert, die vermut-
lich durch Schadigung der Blut-Hodenschranke aufgrund von genitalen Infektionen oder
Obstruktion der ableitenden Samenwege gebildet werden und als weiterer Infertilitats-
mechanismus dienen konnten (siehe auch Kapitel 1.2.4.3 Spermatozoenantikorper
(SPAK), Diemer et al. 2000 c).

1.2.2.4 Orchitis

Die Orchitis ist eine entzundliche Lasion des Hodens, die meistens mit einer Leukozyten-
infiltration innerhalb und aul3erhalb der Tubuli seminiferi einhergeht und oftmals in der
Folge mit einer fokalen tubularen Sklerose und testikularen Atrophie vergesellschaftet ist
(Weidner und Krause 1999). Eine isolierte Entzindung des Hodens, die Orchitis, ist selten.
Meistens tritt sie mit einer Epididymitis zusammen als sogenannte Epididymorchitis auf
(siehe auch Kapitel 1.2.2.3 Epididymitis). Die Orchitis wird nach ihrer Atiologie klassifiziert
(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Klassifikation der Orchitis (modifiziert nach Weidner et al. 1999)

Unspezifische Spezifische virale
Akute bakterielle Spezifisch-granulomatose Mumps-Orchitis
Epididymorchitis Orchitis - Coxsackie-B-
Neisseria gonorrhoeae - Tuberkulose Virus
Chlamydia trachomatis - Syphillis
E. coli (und andere - Brucellose
Enterobakterien)

Unspezifisch-chronische
Epididymorchitis
Granulomatos-idiopathische
Orchitis

Pneumokokken

Salmonellen

Klebsiellen

Haemophilus influenzae

Klinisch imponiert die akute Orchitis durch eine schmerzhafte Schwellung des Hodens.
Bezlglich der Ejakulatqualitat zeigt sich, insbesondere bei der akuten Epididymo-Orchitis
ein Ruckgang der Spermatozoenzahl und eine Verminderung der Spermatozoen-
Vorwartsbeweglichkeit (Weidner et al. 1999). Eine seltene Komplikation ist ein kompletter
Verschlul® des Rete testis, welches zu einer akuten obstruktiven Azoospermie fuhrt. Die
Folgen einer jeden Orchitis, insbesondere einer bilateralen Mumps-Orchitis kann eine
Hodenatrophie mit testikularer Azoospermie sein. Bei jeder Orchitis koénnen
Spermatozoenautoantikdrper nachgewiesen werden (siehe auch Kapitel 1.2.4.3

Spermatozoenantikdrper).

1.2.2.5 Asymptomatische Bakteriospermie

Die Rolle der asymptomatischen Bakteriospermie wird bis heute kontrovers diskutiert
(Dahlberg 1976, Toth und Lesser 1981). Definitionsgemall handelt es sich bei der
asymptomatischen Bakteriospermie nicht um eine klassische Infektion mit klinischer
Symptomatik und Entzindungszeichen, sondern um eine bakterielle Besiedelung des Eja-
kulates mit den typischen gramnegativen Harnwegsinfektionserregern in einer signifi-
kanten Keimzahl, d.h. = 10° Keime/ml (WHO 1993).

Diese Art von Keimbesiedelung des Ejakulates ist verantwortlich fir den unbemerkten

Keimtransport in den weiblichen Genitaltrakt mit nachfolgender Infektion und gegebenen-
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falls tubarer Sterilitat als Folge. Von einigen Autoren wird dieser Mechanismus als einzig
entscheidend flr die Infertilitat eines Paares angesehen und ist zumindest fur Chlamydia
trachomatis nachgewiesen (Eggert-Kruse et al. 1987). Die WHO (1993) beschreibt, daf’
eine primare oder sekundare Infertilitdt bei der Frau haufig die Folge von sexuell
Ubertragenen Infektionen oder anderen Infektionen im Bereich der Beckenorgane ist.
Dabei besteht in fast 60 % der Falle eine Infektionsanamnese bei beiden Partnern. Bei
zirka zwei Dritteln der betroffenen Frauen liegt eine asymptomatische Chlamydieninfektion
zugrunde. Eine weitere wichtige Frage ist die Bedeutung der asymptomatischen Bakterio-
spermie fur die assistierten Reproduktionstechniken (artifizielle Insemination, In vitro-Ferti-
lisation), die aufgrund der in vitro Technik besonders anfallig fir bakterielle Kontamina-

tionen sind.

1.2.3 Erreger der mannlichen Uroadnexitis

Wie schon beschrieben, konnen verschiedene Erreger Entzundungen der mannlichen
Adnexe hervorrufen und einen negativen Einflu® auf die Ejakulatparameter haben. Des
weiteren sind auch verschiedene direkte Beeinflussungsmechanismen auf Spermatozoen
beschrieben worden (Caldamone und Cockett 1978). Diesbezlglich die am haufigsten in
der Vergangenheit untersuchten Erreger in vivo und in vitro sind E. coli, Ureaplasma
urealyticum und Chlamydia trachomatis. Uber andere wichtige urogenitale Erreger gibt es
kaum experimentelle Untersuchungen, insbesondere solche die sich mit dem Einflu® auf
die Motilitatsparameter beschaftigen.

Escherichia coli gilt als die haufigste Ursache von Urogenitalinfektionen, die in 85 % flr die
allgemein erworbenen Infektionen und in ca. 50 % fir die nosokomialen erworbenen
Infektionen verantwortlich sind. Proteus Spezies, Klebsiellen, Enterococcus faecalis und
Staphylococcus saprophyticus sind ursachlich bei den meisten allgemein erworbenen
Urogenitalinfektionen, wohingegen als sogenannte Hospitalerreger der Urogenital-
infektionen Enterokokken, Klebsiellen, Citrobacter Spezies, Serratia, Pseudomonas
Spezies und Providencia Spezies zu nennen sind. Es gibt Unterschiede im Vorkommen
der einzelnen Erreger bezuglich der verschiedenen Altersgruppen, so ist zum Beispiel
Staphylococcus saprophyticus haufig bei jungen Frauen zu finden (Carson et al. 1982,
Schaeffer 1998). Die meisten Anaerobier gehdren zu der normalen Standortflora der
distalen Urethra und Vagina und sind nur in seltenen Fallen Verursacher einer symptoma-
tischen Cystitis (Schaeffer 1998).

Die folgende Ubersichtstabelle soll die wichtigsten mannlichen urogenitalen Infektionen

und Erreger darstellen (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Nach H. G. Schiefer (1998): Erreger, die eine mannliche Urethroadnexitis

verursachen

Balanitis

Urethritis

Akute Prostatitis,

ProstataabszeR

Chronische

Prostatitis

Epididymitis

Orchitis

Unspezifische Erreger

Staphylococcus spp
Streptococci Gruppe A,D
Enterobakterien

Enterobakterien
Streptococcus spp
Staphylococcus spp
Anaerobier

Escherichia coli
Pseudomonas spp
Staphylococcus spp
Anaerobier
Escherichia coli
Pseudomonas spp
Enterobakterien
Streptococcus Gruppe D
Staphylococcus spp
Escherichia coli
Pseudomonas spp
Escherichia coli
Pseudomonas spp
Brucella spp
Coxiella burnetii

Mumps Virus

Spezifisch Erreger

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis

1.2.4 Pathomechanismen der Infertilitit

1.2.4.1 VerschluB der Samenwege

Sexuell Gibertragene
Erreger

Streptococcus Gruppe B
Gardnerella vaginalis
Herpes simplex Virus Il
Candida spp
Trichomonas vaginalis
Neisseria gonorrhoeae
Gardnerella vaginalis
Chlamydia trachomatis
Ureaplasma urealyticum
Herpes simplex Virus Il
Trichomonas vaginalis
Neisseria gonorrhoeae

Candida spp

Ureaplasma urealyticum
Chlamydia trachomatis
Neisseria gonorrhoeae
Candida spp
Trichomonal vaginalis
Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis

Treponema pallidum

Eine Verschlulazoospermie infolge einer Obstuktion des Ductus ejaculatorius liegt in ca.

5% der Infertilitatsfalle vor (Schroeder-Printzen et al. 2000). Die infektids bedingte Ver-

schluBRazoospermie kommt nach beiderseitiger Epididymitis vor. Derartige Krankheits-

verlaufe sind haufiger nach gonorrhoischer und tuberkuloser Nebenhodenentzindung zu

beobachten. Weitere Ursachen einer obstruktiven Azoospermie konnen kongenitale

Aplasien oder partielle Aplasie von Nebenhoden und Samenleiter sein sowie iatrogen

durch operative Mallnahmen. Ein zentraler Samenwegsverschlul} ist selten (Schroeder-
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Printzen und Weidner 1998). In der Ejakulatanalyse findet sich dann neben der
Azoospermie ein geringes Ejakulatvolumen und eine verminderte oder fehlende Fruktose-
konzentration (Schroeder-Printzen et al. 1998 und 2000). Die haufigste infektiose Ursache
ist ein entzindungsbedingter Verschluld des Ductus ejaculatorius (Schroeder-Printzen et
al. 2000). Zur Prophylaxe einer entzindlich bedingten VerschluRazoospermie ist die
initiale Antibiotikatherapie bei akuter Epididymitis unabdingbar. Weidner et al. (1999)
beschreiben, dald bei der initialen 14-tagigen Therapie mit Ofloxacin bei akuter Epi-
didymitis kaum eine Azoospermie in der Folge auftritt. Desweiteren sollte bei einer Epi-
didymitis mit dem Verdacht oder Nachweis eines sexuell Ubertragbaren Erregers, z.B.
Neisseria gonorrhoeae oder Chlamydia trachomatis, dringend die Mitbehandlung des

Sexualpartners angestrebt werden (Weidner et al. 1999).

1.2.4.2 Sekretorische Dysfunktion

Eliasson et al. (1968) beschrieben erstmals Ende der 60er Jahre, dal’3 nach einer uro-
genitalen Infektion eine sekretorische Dysfunktion des Seminalplasmas resultieren konnte.
Zahlreiche Autoren beschrieben die Verminderung der Zitronensaure, Phosphatase, Zink
und Glutamyltransferase-Aktivitat als Zeichen einer herabgesetzten sekretorischen
Prostatafunktion (Weidner et al. 1985, Cooper et al. 1990, Wolff et al. 1991, Purvis und
Christiansen 1995, Depuydt et al. 1996). Eine reduzierte Fruktose-Konzentration gilt als
Indikator fur eine gestorte Samenblaschenfunktion (Comhaire et al. 1980, Weidner et al.
1985). Desweiteren ist bei einer Epididymitis unter anderem die Alpha-Glucosidase herab-
gesetzt (Cooper et al. 1990). Welchen Einflul? diese verschiedenen Sekretionsparameter
in Bezug auf die Fertilitdt haben ist bislang nicht geklart und ihre Relevanz diesbezlglich
fraglich. Studien zur Untersuchung dieser Sekretionsparameter verglichen mit
Entzindungsparametern insbesondere bei Prostatitispatienten liegen bislang nicht vor
(Weidner et al. 1999).

1.2.4.3 Spermatozoenantikorper (SPAK)

Autoantikdrper kénnen im Serum und Seminalplasma von Patienten mit und ohne uroge-
nitaler Infektion nachgewiesen werden. Der Nachweis von Spermatozoenautoantikérpern
erfolgt mittels gemischtem Antiglobulin-Test, sog. MAR-Test oder Immunobeadtest (WHO
1999). Bilden sich beim MAR-Test Mischagglutinine aus Partikeln (beschichtet mit
humanem IgG oder IgA) und motilen Spermatozoen, beweist dies, dal® auf den Sperma-
tozoen IgG- oder IgA-Antikdrper vorhanden sind (WHO 1999). Dabei spielen nach allge-
meiner Uberzeugung Spermatozoenantikdrper im Serum keine Rolle (Eggert-Kruse et al.

1998). Autoantikorper gegen Spermatozoen im Seminalplasma (aus dem Englischen
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LAnti-Sperm-Antibodies“) beim Mann entstehen spontan nach La&sion der Blut-Hoden-
Schranke, die durch Vasektomie, Traumen des Hodens, Nebenhodens oder Ductus
deferens entstehen kann (Krause 1998, Weidner et al. 1999). Bezlglich der urogenitalen
Infektionen haben neuere Untersuchungen den Hinweis erbracht, dal es keine Korrelation
zwischen symptomatischer bzw. asymptomatischer mannlicher Adnexinfektion und dem
Vorhandensein von Spermatozoenantikérpern (IgG und IgA) im Seminalplasma gibt
(Eggert-Kruse et al. 1998). Es konnten ferner keine Beziehungen zwischen Leukozyto-
spermie, Granulozytenelastase oder mikrobiologischem Erregernachweis gefunden
werden (Eggert-Kruse et al. 1998).

Bei ca. 20 % der mannlichen Adnexinfektionen tritt ein positiver MAR-Test auf (Hinting et
al. 1996). Allgemein anerkannt ist, dal® nur Antikorper, die an Oberflachenantigene von
vitalen Spermatozoen binden, klinisch relevant sind (Weidner et al. 1999). Eine endgultige

Bewertung der Relevanz steht aus.

1.2.4.4 Leukozytospermie

Die klinische Bedeutung erhohter Leukozytenzahlen im Ejakulat als Ursache einer
mannlichen Subfertilitat wird kontrovers diskutiert (Aitken und Baker 1995). Es scheint
jedoch akzeptiert, da® flr das Vorliegen einer urogenitalen Infektion der Nachweis von
erhdhten Leukozytenzahlen im Ejakulat typisch ist (Caldamone et al. 1980, Comhaire et al.
1980, Weidner et al. 1985, Gonzales et al. 1989, Weidner et al. 1991, Krieger et al. 1996).
Eine Leukozytospermie liegt nach WHO (1999) bei einer Leukozytenzahl von mehr als
1x10° peroxidase-positiver Leukozyten/ml im Ejakulat vor. In der Vergangenheit sind
erhohte Leukozytenzahlen immer wieder in Zusammenhang mit anderen pathologischen
Ejakulatparametern gebracht worden (Gonzales et al. 1989, Wolff et al. 1990, Kortebani
1992). Van der Ven et al. (1988) und Hill et al. (1987 und 1989) beschrieben in in vitro-
Versuchen eine verminderte Fertilisierungskapazitat unterschiedlicher Ursache. Es
scheinen bislang immer noch ungeklarte Mechanismen auf die Spermatozoen
einzuwirken: Zum einen die Leukozyten selber (Wolff et al. 1990) und zum anderen auch
ihre Sekretionsprodukte, wie z. B. Lymphokine, Monokine und die Induktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die mit einer Stérung der Spermatozoen-Oozyten-Fusion
einhergeht (Aitken et al. 1995). Trotz dieser theoretischen Implikationen konnte eine pro-
spektive Studie von Tomlinson et al. (1993) an 512 sterilen Paaren einer Leukozyto-
spermie keine entscheidende Bedeutung fiir die Konzeptionsrate beimessen. Uber eine
grole Spannbreite der Leukozytenzahlen im Ejakulat nachweislich fertiler Manner
berichten el Demiry et al. (1986 b) und Harrison (1991). Diese Manner zeigten keinerlei

Zeichen einer urogenitalen Infektion, und es wurde bei den Untersuchungen keine
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Korrelation zwischen veranderten Ejakulatparametern und erhdhten Leukozytenzahlen
gefunden. Barratt et al. (1988 und 1991) beschrieben als Hauptursache fur die wider-
spruchlichen Daten die ungenaue Bestimmung der Leukozytenzahlen durch das Fehlen
einer einfachen Methode. Das Problem bei der Identifikation der Leukozyten liegt in der
Unterscheidung zwischen Granulozyten einerseits gegenuber den regelmafig im Ejakulat
vorhandenen Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen und Spermiogenesezellen anderer-
seits. Sowohl die von der WHO empfohlene Peroxidasemethode (Riedel 1980, Comhaire
et al. 1980, Barratt et al. 1989) als auch altere Farbetechniken (Papanicolaou, Byran,
Leishmann) kénnen diese Zellen nicht eindeutig unterscheiden. Auch mittels modernerer
und aufwendigerer Techniken zur Leukozytenidentifikation, wie z. B. die immunhisto-
chemische Markierung mit monoklonalen Antikorpern (Wolff und Anderson 1988 a, el
Demiry et al. 1986 a), Elektronenmikroskopie (Smith et al . 1989) und Durchflul3zytometrie
(Otto et al. 1990, Diemer et al. 1994) konnte bisher kein Zusammenhang zwischen
bakterieller Besiedelung, Art der Infektion und Leukozytenzahl hergestellt werden. Auf-
grund der vorgestellten Untersuchungen lafdt sich abschlielRend feststellen, dal® die Be-
deutung der Leukozytospermie fur die mannliche Fertilitat in dem genannten Zusammen-

hang bislang noch nicht ausreichend geklart ist.

1.2.4.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Die Rolle der reaktiven Sauerstoffspezies (aus dem Englischen ,reactive oxygen species”
abgekurzt ROS) bezuglich der mannlichen Adnexinfektionen ist nicht hinreichend geklart.
Man weil} bislang, da® ROS bei chronischen urogenitalen Infektionen erhéht und mit einer
erhdhten Leukozytenzahl im Seminalplasma vergesellschaftet sind (Weidner et al. 1999).
ROS sind hochreaktive Molekule wie z.B. Wasserstoffperoxid, das Hydroxylradikal oder
das Hyperoxid-Anion. Diese konnen die Spermatozoenmembran schadigen und somit z.B.
die Spermatozoenmotilitat herabsetzen oder sogar den Zelltod des Spermatozoons her-
vorrufen. Es wird diskutiert, ob bei Infektionen der pathogene Erreger selbst eine erhdhte
Menge von ROS produziert oder die Entziundungszellen durch Verbrauch von
Antioxidantien ROS in vermehrter Menge generieren (Ochsendorf 1999). Potts et al.
(2000) konnten erhéhte ROS-Mengen bei Patienten mit positiven Ureaplasma urealyticum-
Ejakulatkulturen feststellen. ROS induziert die Lipidoxidation, welche die Membranfluiditat
und die Fertilisierungskapazitat der Spermatozoen herabsetzt, und koénnte einen
moglichen Pathomechanismus darstellen, mit dem Ureaplasmen die
Spermatozoenfunktion verringern. Anzumerken ist noch, dal® eine fehlende Leuko-
zytospermie eine Ureaplasma urealyticum Besiedelung bzw. Infektion ausschlief3t (Potts et

al. 2000). Desweiteren fanden Pasqualotto et al. (2000) heraus, dafld beim chronischen
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Beckenschmerzsyndrom (NIH Il A und B) ein ,oxidativer StreR“ unabhangig von

begleitender Leukozytospermie im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv vorliegt.

1.2.4.6 Entziindliche Spermatogenesestorungen

Spermatogenesestorungen flihren ursachlich zu einer herabgesetzten Spermatozoenzahl,
einer verminderten Spermatozoenmotilitat und einem erhdhten Anteil abnormaler
Spermatozoen. Diese Befundkonstellation bezeichnet man als Oligo-Astheno-
Teratozoospermie (OAT-Syndrom). Spermatogenesestorungen generell verursachen per
se keine klinischen Symptome, jedoch werden diese Patienten meist durch einen uner-
fullten Kinderwunsch auffallig. Wichtigste Ursache fur eine Spermatogenesestérung ist
eine Infektion der mannlichen Adnexe und hierbei am haufigsten die akute Orchitis. Diese
liegt meistens kombiniert mit einer Epididymorchitis vor (siehe Kapitel 1.2.2.4 Orchitis). Bei
jungen Mannern unter 35 Jahren sind haufig sexuell Ubertragbare Erreger verantwortlich,
bei alteren Mannern haufig Blasenentleerungsstérungen auf der Basis einer benignen
Prostatahyperplasie oder instrumenteller Eingriffe. Desweiteren kdnnen aber auch uroge-
nitale Malformationen oder virale Infektion (Mumps-Orchitis durch Coxsackie-B-Virus) eine
entzundliche Orchitis verursachen. Bei der akuten Epididymorchitis kann haufig eine ver-
minderte Spermatozoendichte und Verminderung der Spermatozoenvorwartsbeweglichkeit
beobachtet werden. Eine akute Azoospermie auf der Basis einer kompletten Obstruktion
des Rete testis ist eine seltene Komplikation (Weidner und Krause 1999). Bei einer
Mumps-Orchitis kann eine bilaterale Hodenatrophie die Folge sein und zur testikularen
Azoospermie fihren (Weidner und Krause 1999). Die Angaben Uber die irreversible Inferti-
litdt nach uni- bzw. bilateraler Mumpsorchitis schwanken in der Literatur zwischen 12 %
und 61 % (Scholz et al. 1996). Noch immer fuhren unter dem herkdmmlichen Therapie-
regime der Mumpsorchitis (rein symptomatisch und Antibiotikaprophylaxe zur Vermeidung
von Superinfektionen) 50 % zu einer Hodenatrophie, in 6 % der Falle liegt das Hoden-
volumen unter der dritten Standardabweichung (Scholz et al. 1996). Die Zerstérung der
Hodentubuli fuhrt zu einer Verschlechterung der Samenqualitat. Die Sterilitdt nach
einseitiger Orchitis wird durch einen inapperenten beiderseitigen Befall, durch Antikdrper-
bildung, die den klinisch unauffalligen Hoden mitschadigen, oder einen vorgeschadigten
kontralateralen Hoden erklart (Scholz et al. 1996).

Wie schon oben dargestellt kdnnen entzindliche Spermatogenesestérungen konsekutiv
die Ejaktulatqualitat verandern. Dieses wirkt sich auf die drei wichtigen Ejakulatparameter
Spermatozoendichte, -morphologie, und -motilitat aus, die im Folgenden naher

beschrieben werden.
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1.2.4.6.1 Beeinflussung der Spermatozoendichte

Bei jeder mannlichen Adnexinfektionen kann es durch eine Begleitorchitis zu einer
deutlichen Reduktion der Spermatozoendichte kommen. Es wird haufig Uber eine voruber-
gehende Verminderung der Spermatozoenzahl bei der akuten Epididymo-Orchitis
berichtet (Weidner et al. 1999). Ob eine Abnahme der Spermatozoenzahl bei der
chronischen Prostatitis stattfindet, wird kontrovers beschrieben (Weidner et al. 1999). Uber
einen negativen Einflud auf die Spermatozoenzahl bei der chronischen Prostatitis
berichten Giamarellou et al. (1984), Christiansen et al. (1991) und Huaijin et al. (1998).
Demgegenuber konnten Weidner et al. (1991), Leib et al. (1994), Krieger et al. (1996) und
Pasqualotto et al. (2000) keinen EinfluR auf die Spermatozoendichte bei chronischer

Prostatitis beobachten.

1.2.4.6.2 Beeinflussung der Spermatozoenmorphologie

Die Bedeutung der Morphologie fur die Fertilitdit des Mannes ist unklar. Es besteht eine
signifikante  Korrelation zwischen hohen Prozentsatzen pathologisch geformter
Spermatozoen und erniedrigten Schwangerschaftsraten, jedoch keine Korrelation zu
Aborten oder pathologischen Schwangerschaften (Ludwig und Frick 1987). Von einer
sogenannten Teratozoospermie spricht man, wenn weniger als 30% der Spermatozoen
normal geformt sind (WHO 1992). In dem neuen WHO Laborhandbuch von 1999 wird der
Normwert fur die Morphologie offen gelassen. Die Beurteilung der Spermatozoen erfolgt
nach den ,strict criteria“ (Kruger et al. 1986, Menkveld et al. 1990), wobei der Spermato-
zoenkopf im Mittelpunkt steht. Nach den strikten Kriterien zeichnet sich ein normales
Spermatozoon durch einen ovalen Kopf, eine klar abgrenzbare akrosomale Kappe, welche
40-70% des gesamten Kopfes ausmacht, sowie fehlende Hals-, Mittelstick- und
Schwanzdefekte aus. In der Routineanalyse ist es unnotig, zwischen den verschiedenen
Form- und GroRenvarianten des Spermienkopfes und den verschiedenen Arten von
Schwanzdefekten zu unterscheiden (WHO 1999).

Bei der morphologischen Beurteilung nach den ,strikten Kriterien® ist der Normwert bei
15% normal geformte Spermatozoen angesetzt (Menkveld 1995). Es zeigte sich, dal} die
Fertilisierungsrate pro Eizelle in vitro bei < 15% normal geformter Spermatozoen deutlich
herabgesetzt war gegenuber denen > 15% (Menkveld et al. 1990). Die klinische Beurtei-
lung ist immer noch Gegenstand kontroverser Diskussionen. Deshalb wurde aufgrund der
noch andauernden multizentrischen Studien und der zur Zeit noch in der Untersuchungs-
phase befindlichen strengen Morphologie-Analyse auf eine konkrete Angabe der Norm-
wertgrenze verzichtet (WHO 1999). Menkveld et al. (1999) und Huwe et al. (1999) konnten

aufzeigen, dall es zwischen den verschiedenen Lokalisationen der mannlichen
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Adnexinfektionen (Chronisches Beckenschmerzsyndrom NIH 1l A und B und Epididymitis)
keine Unterschiede nach den strikten Kriterien gab. Desweiteren konnten innerhalb der
drei Krankheitsgruppen in der speziellen morphologischen Analyse bezuglich der
elongierten Spermatozoen, dem Teratozoospermieindex und dem Akrosomindex keine
Unterschiede gefunden werden. Eine signifikante Erhdhung der elongierten Spermatozoen
konnte bei Patienten mit Epididymitis gegentber den Patienten mit Prostatodynie (NIH IlI
B) beobachtet werden (Menkveld et al. 2003). Verglichen mit einem gesunden
Kontrollkollektiv schien ein signifikanter negativer Effekt auf die spezielle Morphologie bei
den untersuchten urogenitalen Entzindungen vorzuliegen (Huwe et al. 2000 a). Dabei
zeigte sich eine signifikante Verminderung des Akrosomindex bei den Patientenkollektiven
mit einem chronischen Beckenschmerzsyndrom NIH Il A und NIH Il B gegenliber dem
Kontrollkollektiv, und der prozentuale Anteil der elongierten Spermatozoen war bei den
Patienten mit chronischer Prostatitis (NIH 1l A) gegenuber der Kontrolle erhdht (Huwe et
al. 2000 a). Bei Patienten mit Epididymitis waren ebenfalls die elongierten Spermatozoen
gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhoht (Menkveld et al. 2003).

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten Diemer et al. (2000 b) die ultra-
strukturellen Schadigungen der Spermatozoen durch E. coli nachweisen, die im gesamten
Bereich des Spermatozoons, insbesondere im Bereich des Akrosoms (91,6%), des Hals-
und Mittelstick (83,3%) und der Schwanzregion (58,3%) zu finden waren. Insbesondere
die Schadigung des Akrosoms bei Samenwegsinfektionen mit E. coli war eine wichtige
Beobachtung, da hierdurch eine herabgesetzte Fertilisierungsrate erklart werden kénnte
(Diemer et al. 2000 b).

1.2.4.6.3 Beeinflussung der Spermatozoenmotilitat

Man unterteilt nach WHO (1992 und 1999) die Spermienmotilitat in 4 Kategorien:
a)Schnelle progressive Beweglichkeit

b)Langsame oder trage progressive Beweglichkeit

c)Nicht progressive Beweglichkeit und

d)Immotilitat.

Hierbei sind die progressiv motilen Spermatozoen (Kategorie a und b) von besonderem
Interesse und ihre Zahl sollte mindestens 50% betragen, oder mindestens 25% davon
sollten von schnell progressiver Beweglichkeit (Kategorie a) sein.

Findet man eine verminderte Beweglichkeit der Spermatozoen, die sogenannte Astheno-
zoospermie, so kann je nach prozentualem Anteil der immotilen Spermatozoen die
Fertilitat deutlich eingeschrankt sein. Im Folgenden eine Ubersichtstabelle, die

zusammenfassend die Erreger darstellt, fur die in der Literatur bislang eine Motilitatsver-
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minderung humaner Spermatozoen beschrieben wurde. Dabei wird nicht zwischen in vitro

und in vivo Untersuchungen unterschieden.

Tabelle 6: Erregerbedingte Motilitatsverminderung (Literaturibersicht)

Erreger

E. coli

Proteus sp.

Clostridien sp.

Trichomonas vaginalis

Candida albicans

Mykoplasma hominis

Ureaplasmen

Chlamydien (Chlamydia trachomatis)

Streptokokken sp.
Enterokokken
Staph. aureus

Streptococcus viridans

Hamolysierende Streptokokken

Autoren

Schirren et al. (1966)

Buxton et al. (1954)
Caldamone und Cockett (1978)
Riley et al. (1956)

Del Porto et al. (1975)

Teague et al. (1971)

Bisson et al. (1974)

Diemer et al. (1996)

Koéhn et al. (1998)

Buxton et al. (1954)
Caldamone und Cockett (1978)
Buxton et al. (1954)
Caldamone und Cockett (1978)
Dahlberg et al. (1976)

Tuttle et al. (1977)

Caldamone und Cockett (1978)
Tuttle et al. (1977)

Caldamone und Cockett (1978)
Kéhn et al. (1998)

Hofstetter et al. (1978)

Fowlkes et al. (1975)
Caldamone und Cockett (1978)
Chang et al. (1984)

Dequelon et al.

Mardh et al. (1978)
Hansen und Mardh (1984)
Buxton et al. (1954)

Bisson und Czyglick (1974)
Buxton et al. (1954)

Buxton et al. (1954)
Caldamone und Cockett (1978)
Riley et al. (1956)

Caldamone und Cockett (1978)
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1.2.4.7 Direkte Erreger-Spermatozoen-Interaktion

Als ein weiterer moglicher Pathomechanismus der mannlichen Subfertilitat bei Adnexin-
fektionen wird die direkte Interaktion der Erreger mit dem Spermatozoon angesehen
(Diemer et al. 1996, Huwe et al. 1998). Diese Interaktionen sind in der Vergangenheit
meistens nur in vitro beobachtet worden und ihre Relevanz in vivo ist noch immer fraglich
(Kéhn et al. 1998). Im folgenden sollen nun die wichtigsten Erreger und ihr Einflu auf die
Spermatozoen unter besonderer Berucksichtigung der Spermatozoenmotilitdt, soweit

bisher bekannt, kurz dargestellt werden.

1.2.4.7.1 Escherichia coli (E. coli)

Erstmals wurde ein motilitatshemmender Einflul® von E. coli auf humane Spermatozoen in
vitro von Schirren und Zander (1966) beschrieben. Hierbei wurden hohe Konzentrationen
von 10® Keime/ml verwendet. Ebenfalls beschrieben Teague et al. (1971) eine Motilitéts-
verminderung in vitro und beobachteten zusatzlich noch eine Spermatozoenagglutination.
Schon Ende der 70er Jahre konnten Paulson und Polakoski (1977 a) einen sogenannten
~opermatozoen immobilisierenden Faktor®, ein hitzestabiles Toxin aus E. coli-Filtraten,
isolieren. Durch Membranfiltration wurde dieser hitze- und kaltestabile Faktor separiert und
hatte die gleichen Eigenschaften wie die original E. coli-Suspensionen. Dieser sogenannte
SIF (Spermatozoa inhibitory factor) sollte die Motilitdtsminderung durch E. coli erklaren.
Diemer et al. (1996) konnten einen solchen Faktor oder Endotoxin in E. coli-Filtraten
(Serotyp O6) nicht nachweisen. Teague et al. (1971) konnten ebenfalls keinen Einfluf}
eines E. coli Endotoxins auf die Spermatozoenmotilitat feststellen. Dies kann maoglicher-
weise durch die Verwendung unterschiedlicher Serotypen erklart werden.

Die Wirkung von E. coli auf die Spermatozoenmotilitat wurde in der Folge immer wieder
kontrovers diskutiert. Von einigen Autoren wurde der motilitdshemmende Effekt von E. coli
bestatigt (Paulson und Polakoski 1977 a, del Porto et al. 1975, Auroux et al. 1991, Wolff et
al. 1993, Diemer et al. 1996) oder in Frage gestellt (Appell und Evans 1978, Makler et al.
1981). Diemer et al. (1996) konnten erstmals in in vitro-Versuchen ein genaues
Bakterien/Spermatozoenverhaltnis angeben, bei dem eine Immobilisation der Spermato-
zoen stattfand. Bei einem Spermatozoen/Bakterienverhaltnis von 1:1 immobilisierte E. coli
(Serotyp 0O6) die Spermatozoen. Wolff et al. (1993) fanden heraus, dal3 das
Agglutinationsphanomen durch Mannose-bindende Strukturen induziert wird. In elekro-
nenmikroskopischen Untersuchungen konnten Diemer et al. als weitere Ursache der
Immobilisierung neben der Adhasion und Agglutination ultrastrukturelle Schadigungen des
Spermatozoons, insbesondere die Abldésung des Akrosoms und Schwellung des

Mittelstickes mit anschlieliender Invagination der Geifl3el, nachweisen (Diemer et al. 1996
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und 2000 b). Ferner konnten mittels Negativ-Kontrast-Technik auch Pili an den Bakterien
nachgewiesen werden, die vermutlich ursachlich fur die Adhasion und Agglutination der
Bakterien und Spermatozoen auf der Basis von Mannose-bindenden Strukturen
verantwortlich sind. Diese Adhasions- und Agglutinationsphanomene von E. coli gewinnen
an Bedeutung, wenn man sich diesen Pathomechanismus als Ubertragungsweg in den
weiblichen Genitaltrakt vorstellt: Sanchez et al. (1989) konnten zwei verschiedene
Adhasionsmechanismen  mittels  Fimbrienreaktionen (Typ 1 und Typ 2)
elektronenmikroskopisch sichern, die nach Migration durch Cervikalschleim noch
vorhanden waren und die morphologische Erklarung flr die Verschleppung von
Samenwegsinfektionen in den weiblichen Genitaltrakt sein kénnten und dort Entzindun-
gen verursachen, die gegebenenfalls eine Sterilitat zur Folge haben kdonnen. Zusatzlich
untersuchten andere Arbeitsgruppen mit verschiedenen Tests die Penetrationsfahigkeit
von Spermatozoen im Cervikalschleim unter dem Einfluld von E. coli (Schmidt und Knall
1987, Grillo et al. 1991). Hierbei konnte keine signifikante Verschlechterung der Penetrati-
onsfahigkeit festgestellt werden. Die Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien wird
durch die doch sehr unterschiedlichen Versuchsansatze sowie die Verwendung unter-

schiedlicher Serotypen erschwert.

1.2.4.7.2 Enterokokken (Streptococcus faecalis)

Enterokokken sind wichtige Erreger von Harnwegsinfektionen, Prostatitis und Epididymitis
(Weidner et al. 1995). Schon Schirren und Zander untersuchten 1966 in vitro einen
haemolysierenden Streptokokkenstamm und konnten keine Beeinflullung der Spermato-
zoenmotilitat finden. Bisson und Czykglick (1974) hingegen konnten einen starken motili-
tatshemmenden Effekt von Streptococcus faecalis in einem in vitro Versuch beobachten.
Makler et al. (1981) postulierten, daly Streptococcus faecalis in hohen Konzentrationen
keinerlei Einfluld auf die Spermatozoenmotilitat hat. Eine in vivo Studie von Jaques et al.
(1990) stellte ebenfalls keinen motilitatshemmenden Effekt fest. Ausreichend standardi-

sierte Versuchsreihen mit Enterokkokken liegen jedoch nicht vor.

1.2.4.7.3 Pseudomonas aeruginosa

Fur Pseudomonas aeruginosa als relevantem Erreger der Prostatitis und Epididymitis
wurde in der Vergangenheit kein motilitatshemmender Effekt auf die Spermatozoenmotili-
tat beschrieben (Matthews und Buxton 1951, Buxton et al. 1954, Jaques et al. 1990).
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1.2.4.7.4 Staphylococcus saprophyticus

In der Literatur gibt es bislang keine Berichte Uber den EinfluR von Staphylococcus
saprophyticus auf die Spermatozoenmotilitat. Diesem Erreger wird eine pathogene Be-
deutung bei Einzelfallen mit bakterieller Prostatitis zugeschrieben (Carson et al. 1982,
Nickel et al. 1992). Desweiteren ist er auch in bis zu 30 % fur Harnwegsinfektionen bei

jungen Frauen verantwortlich (Kayser et al. 1993).

1.2.4.7.5 R-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B

R-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B gehdren zu einer fakultativen Standortflora
in Ejakulat und Urin (Schieferstein et al. 1986), sie konnen jedoch auch bei der Balanitis
sexuell Ubertragen werden (Schiefer et al. 1994) oder als Erreger einer Harnwegsinfektion
(Kayser et al. 1993) auftreten. Uber diesen Erreger gibt es in der Literatur nur in den 50er
Jahren (Matthews und Buxton 1951, Buxton et al. 1954) Berichte Uber eine komplette
Spermatozoenimmobilisation. Eine standardisierte in vitro Untersuchung der eventuellen

Spermatozoen-Erreger-Interaktion liegt nicht vor.

1.2.4.7.6 Ureaplasma urealyticum

Seit Anfang der 70er Jahre beschaftigten sich Arbeitsgruppen mit der Wirkung von
Ureaplasma urealyticum auf die Spermatozoenmotilitat, nachdem eine fragliche Bedeu-
tung bei der chronischen Prostatitis von Gnarpe und Friberg (1972) beschrieben wurde.
Diese fanden erstmals in elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine Adhasion von
Ureaplasmen an Spermatozoen. Eine Reihe von klinischen (O’Leary und Frick 1975) und
experimentellen (Hofstetter et al. 1978, Chang et al. 1984, Nunez-Calonge et al. 1998)
Studien konnten eine Beeinflussung der Motilitat humaner Spermatozoen oder deren
Bewegungsparameter (Auroux 1989) darlegen. Verschiedene Autoren beschreiben
morphologische Veranderungen der Spermatozoen bei Ureaplasmennachweis (Fowlkes et
al. 1975, Xu et al. 1997, Nunez-Calonge et al. 1998). Insbesondere werden diese
Veranderungen durch Adhasionen an Kopf und Geileln sowie eine spiralige Aufdrehung
derselben erklart. Grossgebauer et al. (1979) konnten ebenfalls elektronenmikroskopisch
bei massiv Mykoplasmen-kontaminierten Nativejakulaten infertiler Manner spiralig
geformte und am Halsabschnitt knotig aufgetriebene Spermatozoen nachweisen. Keine
Veranderungen dieser Ejakulatparameter bei Ureaplasmennachweis fanden die
Arbeitsgruppen um Desai et al. (1980), Cintron et al. (1981) und Hargreave et al. (1982).
Bei einer erfolgreichen antibiotischen Therapie von Patienten mit positiver

Ureaplasmenkultur, konnten Swenson et al. (1979) eine verbesserte Motilitatsrate
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registrieren. Xu et al. (1997) wiesen eine Verminderung der Befruchtungsfahigkeit in vitro
nach, da sie im Tiermodell eine dramatische Verminderung der Spermatogenese und

ebenso morphologische Veranderungen in den Tubuli seminiferi feststellten.

1.2.4.7.7 Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis ist verantwortlich unter anderem fir die nichtgonorrhoische
Urethritis, die akute Epididymitis und spielt eventuell auch eine Rolle bei der abakteriellen
Prostatitis. Fur Chlamydia trachomatis ist ebenfalls ein motilitatsmindernder Effekt und die
Adhasion an Spermatozoen aufgezeigt worden (Mardh et al. 1978, Hansen und Mardh
1984). Eggert-Kruse et al. (1987 und 1990) sehen die Hauptbedeutung der Chlamydien-
Besiedelung des Ejakulates in deren Verschleppung in den oberen weiblichen Genitaltrakt
mit anschlieBender Adnexinfektion und spaterer entzindlich bedingter tubarer Sterilitat
bzw. Erregerpersistenz. Ferner beglnstigt eine subklinische Infektion mit Chlamydia
trachomatis eine Immunreaktion auf Spermatozoen (Witkin et al. 1993). Eine ahnliche
Immunantwort kann im weiblichen Genitaltrakt mit der Bildung von Spermatozoenanti-
korpern erfolgen (Witkin et al. 1993). Infertilitat solcher Chlamydien-infizierter Paare
resultiert vielleicht aus einer direkten entzindlichen Immunantwort in der Cervix oder dem
Endometrium bei wiederholter Chlamydienexposition im Sinne einer ,Ping-Pong-Infektion®
(Witkin et al. 1993). Soffer et al. (1990) haben bei positivem Nachweis von Chlamydia
trachomatis im Ejakulat infertiler Manner gleichzeitig Spermatozoenantikorper gefunden.
Eine neuere Arbeit von Levy et al. (1999) konnte jedoch aufzeigen, daf’ keine Korrelation
zwischen einer positiven Chlamydia-trachomatis-Kultur und dem Nachweis von Spermato-
zoenantikorpern bestand. Soffer et al. (1990) und Levy et al. (1999) fanden Spermato-
zoenantikorper ebenfalls bei Infektionen mit Ureaplasma urealyticum. Es gibt bislang leider
nur wenige in vitro Studien mit Chlamydien, da dieser intrazellulare sich vermehrende

Erreger schwierig anzuzichten ist und somit die experimentellen Versuche limitiert.

1.2.4.7.8 Candida albicans

Zu den sexuell Ubertragbaren Erregern gehdren auch Candida Spezies (Schiefer 1994
und 1998). Dieser Erreger ist von Bedeutung bei der Balanitis, Urethritis und Prostatitis
sowie bei Vaginalinfektionen. Es ist in der Literatur nur eine Studie (Tuttle et al. 1977) zu
finden, die sich mit der Spermatozoeninteraktion beschaftigt. Tuttle et al. (1977) fanden
eine deutliche Motilitatsabnahme und Spermatozoenagglutination bei der in vitro-Infektion

von Spermatozoen mit Candida albicans.
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1.3 Aufgabenstellung der Dissertation

Wie das vorangegangene Kapitel 1.2.4.7 Direkte Erreger-Spermatozoen-Interaktion zeigt,
sind die haufigsten Erreger urogenitaler Infektionen bezuglich ihres Einflusses auf die
Motilitdt von humanen Spermatozoen bisher nicht ausreichend untersucht worden. Dieser
Frage soll daher in der vorliegenden Promotionsarbeit anhand von in vitro Infektionen mit
E. coli, Enterokokken, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Staphylococcus
saprophyticus und R-hamolysierenden Streptokokken der Gruppe B nachgegangen
werden.

Der Einflul der oben genannten Erreger auf die humane Spermatozoenmotilitat und
andere Bewegungsmodalitaten (Art der Bewegung, Spermatozoengeschwindigkeiten) wird
mit Hilfe einer computergestutzten Motilitatsanalyse (CASA) untersucht.

Insbesondere soll der Frage nachgegangen werden, ob und wie die Motilitat durch unter-
schiedliche Erreger in verschiedenen Konzentrationen beeinflut wird, und ob ein solcher

Einfluld zeitabhangig ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

2.1.1 Nativejakulate und Spender

Die fur die Versuchsreihen bendétigten Nativejakulate (n=10) gesunder, fertiler Probanden
wurden durch Masturbation in einen sterilen Plastikcontainer aus Polypropylen (Sherwood)
gewonnen. Es wurden ausschliel3lich Ejakulatproben freiwilliger Spender im Alter
zwischen 20-35 Jahren verwendet, die zum Zeitpunkt der Versuche unter keinerlei Phar-
makotherapie, insbesondere antibiotischer Therapie, standen. Desweiteren wurde bei der
Auswahl der Spender auch darauf geachtet, dal® sie gegenwartig nicht an einer klinisch
manifesten urogenitalen Infektion erkrankt waren. Die Spender waren darauf hingewiesen
worden, vor Probenabgabe eine funftagige sexuelle Karenz einzuhalten. Vor der Mastur-
bation sollten Hande und Eichel mit Meatus urethrae externus mit Wasser und Seife ge-

waschen werden, um die Kontamination so gering wie maoglich zu halten.

2.1.2 Erstuntersuchung und Aufarbeitung des Ejakulates

Nach Erhalt wurde die Probe in ein 37°C warmes Wasserbad gebracht, die Verflissigung
des Ejakulates abgewartet und die Verflussigungszeit dokumentiert. Direkt im Anschluf®
wurde das Volumen der abgegebenen Probe mit einer sterilen 5 ml Plastikspritze (Luer-
Lock”, Braun, Melsungen, Deutschland) aufgezogen, kalibriert und anschlieRend wieder
vorsichtig in das Gefald zurlckgespritzt. Der pH-Wert wurde mit einem Spezialindikator-
papier (Spezialindikator pH 6,5 - 10,0, Merck, Mannheim, Deutschland) bestimmt. Danach
wurde eine Supravitalfarbung mittels Eosin (Eosintest) durchgefthrt. Daflr wurden 5 pli
Ejakulat und 5 pl Eosin auf einem Objekttrager vermischt und mit einem Deckglas abge-
deckt. Danach wurden mittels Phasenkontrastmikroskopie 100 Spermatozoen ausgezahlt
und der Anteil der vitalen (ungefarbten Spermien) und der avitalen (rot gefarbten Sper-
mien) ermittelt. Nach dreimaliger Wiederholung der Messung in verschiedenen Gesichts-
feldern wurde der Mittelwert gebildet. Mit Hilfe dieses Tests konnten die Ergebnisse der
anschlielfenden Motilitdtsbeurteilung Uberprift werden. Der Prozentsatz der avitalen
Spermatozoen sollte dabei nicht die Zahl der immotilen Spermatozoen Uberschreiten. Jetzt
wurden nach sorgfaltiger Durchmischung der Probe 10 ul mit einer verstellbaren Pipette
(Varipette®, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und sterilen Einmalplastikspitzen
(Comfortips®, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) entnommen und in eine Zahlkammer
(Makler-Kammer®, Sefi Medical Instruments, Jaffa, Israel) gebracht. Die erste Begutach-
tung der Ejakulatprobe erfolgte bei 200-facher Endvergréf3erung im Phasenkontrastmikro-

skop (Optiphot-2-Mikroskop®, Nikon, Japan). Hierbei wurde eine erste Abschatzung der
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Spermatozoendichte und -motilitdt vorgenommen. Die Morphologie wurde ebenfalls grob
orientierend im Phasenkontrast beurteilt. Zeigte sich beim ersten Eindruck ein normales
Bild, wurde sogleich eine automatisierte Dichte- und Motilitatsmessung mit der MIKA-
MOTION-ANALYSIS® (Mika medical, Rosenheim, Deutschland), einer computergestiitzten
Bildverarbeitung zur Spermatozoenanalyse durchgefuhrt. Dieses Analyseverfahren zur
objektiven Bestimmung der Spermatozoendichte, -motilitdt und anderer Be-
wegungsparameter (ESHRE Andrology Special Interest Group 1996) wurde bei allen
Analysen dieser Arbeit angewendet und wird an anderer Stelle naher erlautert. Bei
Erzielung normaler Mel3ergebnisse nach WHO (1992) konnte mit der weiteren Aufarbei-
tung des Ejakulates begonnen werden. Dabei wurden einzelne Abweichungen von der
WHO-Norm, z. B. ein Ejakulatvolumen < 2 ml, Verflissigungszeit > 45 Minuten etc.
toleriert, wenn die Spermatozoenkonzentration und Gesamtmotilitdt der Probe eine erfolg-
versprechende Versuchsdurchfuhrung vermuten liel3en.

Nach diesen Voruntersuchungen erfolgte die Aufarbeitung der gesamten Ejakulatprobe
mittels Swim-up-Technik. Dieses Verfahren ist eine gangige Methode zur Selektion reiner
und hochmotiler Spermatozoen aus Nativejakulaten (Wilke et al. 1991, Diemer et al.
1996). Dabei wurde jeweils 1 ml der gut durchmischten Ejakulatprobe in ein steriles, mit
BajonettverschluR verschlieRbares Zentrifugenrdhrchen (PS-Réhrchen”, 12 ml, Greiner,
Deutschland) gebracht und mit dem Medium HAM'’s F 10 bis zur Eichmarkierung (ca. 9 ml)
aufgeflllt und manuell vermischt. Danach erfolgte die 10-minutige Zentrifugation der Sus-
pension in einer Tischzentrifuge (Rotana®, Hettich, Deutschland) bei 400 x g (1200
Umdrehungen/Minute). AnschlieBend wurde der fliissige Uberstand aus Seminalplasma
und Medium mittels steriler 2 ml Spritze (Luer-Lock®, Braun, Melsungen, Deutschland)
und einer langen, sterilen Luer-Lock-Nadel (Neoject®, Kaliber 0,9 mm, Lange 7 cm, Braun,
Melsungen, Deutschland) vorsichtig abgesaugt und verworfen. Das Hardpellet aus Ejaku-
latzellen durfte dabei nicht verletzt werden. Dann wurde das Hardpellet mit einem Milliliter
auf 37°C vorgewarmten HAM's F 10 Medium mittels 2 ml Spritze und langer Nadel (s. o.)
vorsichtig Uberschichtet, ohne dabei das Hardpellet aufzuwerfen. Sogleich wurden die ge-
schlossenen Rohrchen fur 30 - 60 Minuten bei 37°C inkubiert (Inkubator, Heraeus,
Deutschland). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der flissige Uberstand, der nun die
aufgeschwommenen, hochmotilen Spermatozoen enthielt, wieder vorsichtig mit einer
Spritze abgesaugt und in einen sterilen, verschlieBbaren Mikrocup (Volumen 1,5 ml,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) gebracht.

Die gewonnenen Swim-up-Proben wurden ebenfalls einer computergestiitzen Motilitats-
analyse unterzogen. Wenn die gemessenen Spermatozoen alle internen Versuchskriterien

(Gesamtmotilitat > 80 %, Konzentration > 22 Millionen Spermatozoen/ml) erfullten, konnte
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die Spermatozoensuspension zum eigentlichen Experiment verwendet werden. Um die
Versuche weitgehend zu standardisieren und reproduzierbar zu machen, erfolgte
abschlielend eine Konzentrationseinstellung der Spermatozoensuspension auf 22
Millionen Spermatozoen/ml. Dies geschah durch Verdinnen mit HAM’s F 10 Medium. Das
hier beschriebene Verfahren zur Ejakulataufbereitung wurde in allen durchgefihrten Ver-

suchsreihen angewendet.

2.2 Motilitatsanalysen
Alle Motilitdtsanalysen der Versuchsreihen wurden mit der MIKA MOTION ANALYSIS®

(Mika medical, Rosenheim, Deutschland), einer computergestiutzten Bildverarbeitung zur

Spermatozoenanalyse, erstellt. Diese Melimethode ist seit 1996 im ESHRE Consensus
Workshop als ein etabliertes Verfahren zur objektiven Erfassung von Motilitatsparametern
anerkannt (ESHRE Andrology Special Interest Group, 1996). Historisch gesehen wurde
dieses MelRverfahren Ende der 70er Jahre von Makler (1978) mit Hilfe der ,multiple
exposure photography” (MEP) entwickelt. Es ermdglichte erstmals neben der prozentualen
Bestimmung der Spermatozoenmotilitat, auch Bewegungscharakteristika von Spermato-
zoen und deren Geschwindigkeiten zu bestimmen. Das Gerat funktioniert nach folgendem
Grundprinzip: Das phasenkontrastmikroskopische Bild (Optiphot-2-Mikroskop®, Nikon,
Japan) der Spermatozoen in einer Makler®-Kammer wird iiber eine Videokamera aufge-
zeichnet und in einem angeschlossenen Computer mittels spezifischer Software in ein
Bildschirmbild digitalisiert, d. h. Uber SchwarzweilRkontrastierung in einzelne Bildpunkte
zerlegt. Die in einem Zeitraum stattfindenden Bildveranderungen durch die Spermatozo-
enbewegungen werden Uber einen Bildvergleich im Rechner erkannt und ausgewertet.
Dabei ist der Computer in der Lage, durch Kontrastunterschiede und Grol3e einzelner
Bildpunktgruppen Spermatozoen von anderen Zellen des Ejakulates zu unterscheiden und
nur diese auszuwerten. Zur zusatzlichen ldentifikation der Spermatozoen wird auch noch
eine spezielle Schwanzerkennung eingesetzt. Die Spermatozoenkonzentration im einge-
stellten Bild wird ebenfalls vom System errechnet. Die Einstellung des jeweils zu
messenden  mikroskopischen  Ausschnittbildes wird vom  Untersucher selbst
vorgenommen. Erfahrungsgemal erhalt man genaue Messungen einer Probe nach Ein-
zelmessungen von 10 Ausschnittsbildern oder 100 Spermatozoen (WHO 1992). Das Ein-
zelergebnis jeder Messung sowie das Gesamtergebnis der bis dahin gemessenen Bild-
ausschnitte wird auf einem zweiten Monitor dargestellt. Nach Beendigung der Messung
einer Probe kann das Gesamtergebnis sofort ausgedruckt oder auch in einer Datenbank

gespeichert werden.
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Folgende Qualitaten, einschliellich derjenigen im Ergebnisteil, werden von dem Analyse-
gerat ermittelt und in dieser Arbeit dargestellt. Hierflir werden in den Graphiken jeweils die
nachstehenden Abklrzungen verwendet:
Spermatozoenmotilitiat (gemessen in %):
Gesamtmotilitat, Definition: Summe aus Progressivmotilitat und ortsstandiger Motilitat
Progressive Motilitat (mot.), Definition: VAP > 20 um/sec. (Motilitatsklasse a und b)
Ortsstandige Motilitat (lok. Mot.), Definition: 10 pm/sec. < VAP < 20 pm/sec.
(Motilitatsklasse c)
Immotilitat (imo.), Definition: VAP < 10 um/sec. (Motilitatsklasse d)
Bezug: Motilitatsklassen der Spermatozoen nach WHO (1992)
Art der Spermatozoenbewegung (gemessen in %):
Lineare Vorwartsbeweglichkeit (lin.)
Nicht-lineare Vorwartsbeweglichkeit (n.lin.)
Kreisbewegliche Spermatozoen (cir.)
Geschwindigkeiten der Spermatozoen (gemessen in um/sec.):
Velocity straight linear (VSL), die Progressiv- bzw. Lineargeschwindigkeit
Velocity average Path (VAP), die durchschnittliche Pfadgeschwindigkeit
Velocity curvelinear (VCL), die kurvenlineare Geschwindigkeit bzw. die Geschwindigkeit
der Originalwegpunkte
Die Bewegungscharakteristika der Spermatozoen, die mittels CASA ermittelt werden, sind

in Abbildung 1 dargestellt.

Abb. 1: Bewegungscharakteristika von Spermatozoen (modifiziert nach Weidner und
Krause 1995)

VCL VAP
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2.2.1 Verwendete Erreger

2.2.1.1 Escherichia coli (E. coli)

Als Basisuntersuchung zur Etablierung der im Folgenden dargestellten Versuchsreihen
wurden die gleichen Erreger wie von Diemer et al. (1996) verwendet: Es handelt sich um
einen reinen, humanpathogenen Stamm (Serotyp OG6), welcher urspringlich von einem
Patienten mit einer chronisch-bakteriellen Prostatitis isoliert wurde und in der Abteilung flr
Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en (Prof. Dr. H.-G. Schiefer)
angezuchtet worden war. Es handelt sich um einen hamolysierenden,
hamagglutinierenden, mannose-sensitiven, serumresistenten und eingekapselten E. coli-
Stamm. Die Versuche in dieser Arbeit wurden mit dem gleichen Erregerstamm reprodu-
ziert. Dabei wurden jedoch ausschlief3lich E. coli-Konzentrationen von > 2 Millionen/ml, bei
denen ein signifikanter motilitatshemmender Effekt bewiesen worden war (Diemer et al.
1996), verwendet. Die Bakterienanzucht erfolgte hierflr auf Blutagarplatten, und Bakteri-

ensuspensionen wurden mit dem Medium HAM’s F 10 hergestellt.

2.2.1.2 Enterokokken (Streptococcus faecalis)

In der ersten Versuchsreihe wurde ein uropathogener, stark hamolysierender, gram-
positiver Enterokokken-Stamm verwendet, der in der Abteilung fur Medizinische Mikrobio-
logie der Justus-Liebig-Universitat GieRen angezlchtet worden war (Prof. Dr. H.-G.
Schiefer). Dort wurde ebenfalls deren Konzentrationseinstellung und Gefrierung in
Mikrocups vorgenommen. Insgesamt wurden vier Konzentrationen der Enterokokken-
Suspensionen hergestellt: A (20 Millionen Enterokokken/ml), B (2 Millionen Enterokok-
ken/ml), C (200.000 Enterokokken/ml), D (20.000 Enterokokken/ml). Die so portionierten
Bakterien wurden bei minus 80°C im Gefrierschrank aufbewahrt, unmittelbar vor ihrer
Verwendung in den einzelnen Cups im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und flur die
Versuchsansatze weiterverwendet. In den Versuchsreihen wurden die Enterokokken nur in
einem Zehntel des Volumens und in der zehnfachen Konzentration des definitiven Ver-
suchsansatzes der Spermatozoensuspension zugesetzt, so dal} sie die Spermatozoen-
suspension um 10 Prozent verdinnten. Die initial verwendeten Bakteriensuspensionen

waren dann ebenfalls in ihrer Konzentration 10 Prozent niedriger als urspringlich.

2.2.1.3 Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa)

In der zweiten Versuchsreihe kam ein Pseudomonas aeruginosa-Erreger zur Anwendung,
der von einem Patienten, der an chronisch-bakterieller Prostatitis litt, isoliert wurde und in
der Medizinischen Mikrobiologie angeziichtet worden war (Prof. Dr. H.-G. Schiefer). Dort

wurde ebenfalls dessen Konzentrationseinstellung und Gefrierung in Mikrocups vorge-
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nommen. Insgesamt wurden vier Konzentrationen der Pseudomonas-Suspensionen
hergestellt: A (20 Millionen Ps. aeruginosa/ml), B (2 Millionen Ps. aeruginosa/ml), C
(200.000 Ps. aeruginosa /ml), D (20.000 Ps. aeruginosa /ml). Die so portionierten
Bakterien wurden bei minus 80°C im Gefrierschrank aufbewahrt, unmittelbar vor ihrer
Verwendung in den einzelnen Cups im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und fur die
Versuchsansatze weiterverwendet. In den Versuchsreihen wurden die Pseudomonaden
nur in einem Zehntel des Volumens und in der zehnfachen Konzentration des definitiven
Versuchsansatzes der Spermatozoensuspension zugesetzt, so dall sie die
Spermatozoensuspension um 10 Prozent verdinnten. Die initial verwendeten Bakteri-
ensuspensionen waren dann ebenfalls in lhrer Konzentration 10 Prozent niedriger als

ursprunglich.

2.2.1.4 Staphylococcus saprophyticus (Staph. saprophyticus)

In der dritten Versuchsreihe wurde ein Staphylococcus saprophyticus-Erreger verwendet,
der aus einer vaginalen Probe entstammte (Laborstamm: USA ATCC-No. 15305). In der
Medizinischen Mikrobiologie erfolgte die Anzuchtung des Keimes (Prof. Dr. H.-G.
Schiefer). Vor jedem Versuchsansatz wurden frische Bakteriensuspensionen in hohen
Konzentrationen, die mit dem Medium HAM’s F 10 verdinnt wurden, hergestellt. Die
Bakteriendichte wurde in der Makler-Kammer orientierend ausgezahlt. Fur die Versuchs-
ansatze kamen initiale Konzentrationen zwischen 200 - 400 Millionen Staph.

saprophyticus/ml (C) zur Anwendung.

2.2.1.5 Candida albicans

Ebenfalls in der dritten Versuchsreihe wurde ein Candida albicans-Stamm, der aus einer
vaginalen Abstrichprobe bei Candida-Kolpitis stammte und in der Medizinischen
Mikrobiologie kultiviert wurde, verwendet (Prof. Dr. H.-G. Schiefer). Der Pilz wurde auf
McConkey-Agarplatten frisch angezichtet. Vor jedem Versuchsansatz erfolgte die
Herstellung frischer Errregersuspensionen in hohen Konzentrationen mit dem Medium
HAM’s F 10. Fir die Versuchsansatze wurden zwei verschiedene initiale Konzentrationen
(A 20 Millionen Candida/ml und B 2 Millionen Candida/ml) verwendet.

2.2.1.6 R-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B

In der vierten Versuchsreihe fand ein R-hamolysierender Streptokokken-Stamm der
Gruppe B Verwendung, der aus einem vaginalen Isolat stammte und in der Medizinischen
Mikrobiologie angeziichtet worden war (Prof. Dr. H.-G. Schiefer). Dort wurde ebenfalls

deren Konzentrationseinstellung und Gefrierung in Mikrocups vorgenommen. Insgesamt
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wurden vier Konzentrationen der Streptokokken-Suspensionen hergestellt: A (20 Millionen
Streptokokken/ml), B (2 Millionen Streptokokken/ml), C (200.000 Streptokokken/ml), D
(20.000 Streptokokken/ml). Die so portionierten Bakterien wurden bei minus 80°C im
Gefrierschrank aufbewahrt, unmittelbar vor ihrer Verwendung in den einzelnen Cups im
37°C warmen Wasserbad aufgetaut und fur die Versuchsansatze weiterverwendet. In den
Versuchsreihen wurden die Streptokokken nur in einem Zehntel des Volumens und in der
zehnfachen Konzentration des definitiven Versuchsansatzes der Spermatozoensus-
pension zugesetzt, so dal} sie die Spermatozoensuspension um 10 Prozent verdinnten.
Die initial verwendeten Bakterienkonzentrationen waren dann ebenfalls in ihrer

Konzentration 10 Prozent niedriger als ursprunglich.

2.2.2 Motilitatsanalysen

2.2.2.1 Vorversuche mit Escherichia coli

Als Basisuntersuchung wurden vor der ersten Versuchsreihe und auch zur Etablierung
derselben ein Probenansatz mit E. coli-Bakterien in einer Konzentration > 2 Millionen E.
coli/ml gegenuber einer Kontrollprobe mit dem Medium HAM’s F 10 untersucht. Hierfur
erfolgte die Herstellung einer frischen Bakteriensuspension mit dem Medium HAM’s F 10,
wie weiter oben schon beschrieben. Ein steriles, verschlieRbares Rdéhrchen (Greiner,
Eppendorf) wurde mit 180 ul Spermatozoensuspension und 20 pl Bakteriensuspensionen
bestuckt. Als Kontrolle diente eine Probe mit dem Medium HAM’s F 10. Die hier erzielten
Ergebnisse dienten zur Etablierung der Versuchsreihe und um zu klaren, ob dieser E. coli-
Stamm auch in einem anderen Labor die gleichen motilitdtshemmenden Effekte wie zuvor
bei Diemer et al. (1996) haben wirde. Die Vorversuche sind nicht in die statistische

Analyse eingegangen.

2.2.2.2 Motilitatsanalysen mit Enterokokken (Erste Versuchsreihe)

In der ersten Versuchreihe wurden die einzelnen Versuchsansatze nach der oben be-
schriebenen Aufarbeitung des Ejakulates hergestellt. Die jeweils verwendete Swim-up-
Suspension wurde in funf Teile gesplittet. Die Versuchsreihe wurde mit fiUnf Ansatzen mit
jeweils insgesamt 200 ul Spermatozoen/Bakterien-Suspension durchgefihrt. Hierfur
wurden funf sterile, verschliellbare Réhrchen (Greiner, Eppendorf) mit jeweils 180 pl
Spermatozoensuspension bestickt. Danach wurden vier dieser Rohrchen mit den unter-
schiedlich konzentrierten Bakteriensuspensionen von jeweils 20 pl bestuckt und ein Rohr-
chen mit 20 yl HAM’s F 10 Medium als Kontrollprobe. Dabei waren die Bakterienaus-
gangskonzentrationen 2 Millionen/ml (Ansatz A), 200.000/ml (Ansatz B), 20.000 (Ansatz
C) und 2.000 (Ansatz D). Als Kontrolle diente Ansatz E mit dem Medium HAM'’s F 10. Bei
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der eingestellten Spermatozoenkonzentration von 22 Millionen/ml ergab sich rechnerisch
nach dem fertigen Probenansatz eine Spermatozoenkonzentration von 20 Millionen/ml.

Die Versuchsansatze werden in dem folgenden Pipettierschema verdeutlicht:

Tabelle 7: Pipettierschema der ersten Versuchsreihe (Enterokokken)
Versuchsansatz A B C D E
Spermatozoensusp. 180 pl 180 pl 180 pl 180 pl 180 ul
22 Mio./ml
Bakteriensuspension 20 pl - - - -

A: 20 Mio./ml
Bakteriensuspension
B: 2 Mio./ml
Bakteriensuspension
C:200.000/ml
Bakteriensuspension
D: 20.000/ml
Kontrolle - - - - 20 ul
E: HAM’s F 10

Gesamtmenge 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

20 pl B - B

20 ul - -

20 pl

Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Inkubator (Fa. Heraeus) uber 6 Stunden. Die einzelnen
Messungen der Proben wurden direkt nach Inkubationsbeginn, 2 , 4 und 6 Stunden nach
Inkubationsbeginn durchgefuhrt. Nach sorgfaltiger Durchmischung der jeweiligen Probe
mit dem Vibrax® (Serono) wurden jeweils 10 pl der Spermatozoen/Bakterien-Suspension
mit einer sterilen Pipette entnommen, in eine Makler®-Kammer gebracht und mit der com-
puterisierten Spermatozoenanalyse auf ihre Motilitatsparameter untersucht. Dabei wurden
bei jeder Messung mindestens 100 Spermatozoen ausgezahlt. Zusatzlich wurde, soweit
beurteilbar, bei jeder Messung die Enterokokken-Konzentration zum jeweiligen Zeitpunkt
mit Hilfe der Maklerkammer bestimmt. Die Anzahl der in 10 Quadraten gezahlten
Bakterien ergab deren Konzentration in Millionen pro Milliliter (dieses galt analog fur die
Spermatozoen). Insgesamt wurden in dieser Versuchsreihe 10 Ejakulate flr 10 Versuche
mit jeweils 5 Probenansatzen verwendet. Dabei konnten 220 einzelne Motilitatsanalysen
(nativ, swim-up, 10 Versuche mit jeweils 5 Einzelproben zu je 4 Inkubationszeitpunkten)
dokumentiert werden. In die statistische Analyse gingen die 200 Motilitatsanalysen der

Versuchsansatze ein.
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2.2.2.3 Motilitatsanalysen mit Pseudomonas aeruginosa (Zweite Versuchsreihe)

In der zweiten Versuchreihe wurden die einzelnen Versuchsansatze wieder nach der oben
beschriebenen Aufarbeitung des Ejakulates hergestellt. Die jeweils verwendete Swim-up
Suspension wurde in funf Teile gesplittet. Die Versuchsreihe wurde mit fiunf Ansatzen mit
jeweils insgesamt 200 ul Spermatozoen/Bakterien-Suspension durchgefihrt. Hierfur
wurden funf sterile, verschliellbare Réhrchen (Greiner, Eppendorf) mit jeweils 180 pl
Spermatozoensuspension bestiuckt. Danach wurden vier dieser Rohrchen mit den unter-
schiedlich konzentrierten Bakteriensuspensionen von jeweils 20 pl bestuckt und ein Rohr-
chen mit 20 yl HAM’s F 10 Medium als Kontrollprobe. Dabei waren die Bakterienaus-
gangskonzentrationen 2 Millionen/ml (Ansatz A), 200.000/ml (Ansatz B), 20.000 (Ansatz
C) und 2.000 (Ansatz D). Als Kontrolle diente Ansatz E mit dem Medium HAM'’s F 10. Bei
der eingestellten Spermatozoenkonzentration von 22 Millionen/ml ergab sich rechnerisch
nach dem fertigen Probenansatz eine Spermatozoenkonzentration von 20 Millionen/ml.

Die Versuchsansatze werden in dem folgenden Pipettierschema verdeutlicht:

Tabelle 8: Pipettierschema der zweiten Versuchsreihe (Pseudomonas aeruginosa)
Versuchsansatz A B C D E
Spermatozoensusp. 180 pl 180 i 180 ul 180 ul 180 ul
22 Mio./ml
Bakteriensuspension 20 pl - - - -

A: 20 Mio./ml
Bakteriensuspension
B: 2 Mio./ml
Bakteriensuspension
C:200.000/ml
Bakteriensuspension
D: 20.000/ml
Kontrolle - - - - 20 pl
E: HAM’s F 10

Gesamtmenge 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

20

20 - -

20

Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Inkubator (Fa. Heraeus) Uber 6 Stunden. Die einzelnen
Messungen der Proben wurden direkt nach Inkubationsbeginn, 2 , 4 und 6 Stunden nach
Inkubationsbeginn durchgefuhrt. Nach sorgfaltiger Durchmischung der jeweiligen Probe
mit dem Vibrax® (Serono) wurden jeweils 10 ul der Spermatozoen/Bakterien-Suspension

mit einer sterilen Pipette entnommen, in eine Makler®-Kammer gebracht und mit der com-
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puterisierten Spermatozoenanalyse auf ihre Motilitatsparameter untersucht. Dabei wurden
bei jeder Messung mindestens 100 Spermatozoen ausgezahlt. Die Ermittlung der
Pseudomonas-Konzentration zum jeweiligen Zeitpunkt mit Hilfe der Makler®-Kammer
konnte nicht durchgefiihrt werden, da der Erreger zu klein fir eine genaue Zahlung war.

Insgesamt wurden in dieser Versuchsreihe 10 Ejakulate fur 10 Versuche mit jeweils 5
Probenansatzen verwendet. Dabei konnten 220 einzelne Motilitdtsanalysen (nativ, swim-
up, 10 Versuche mit jeweils 5 Einzelproben zu je 4 Inkubationszeitpunkten) dokumentiert
werden. In die statistische Analyse gingen die 200 Motilitatsanalysen der Versuchsansatze

ein.

2.2.2.4 Motilitatsanalysen mit Candida albicans und Staphylococcus saprophyticus
(Dritte Versuchsreihe)

In der dritten Versuchreihe wurden die einzelnen Versuchsansatze wieder nach der oben
beschriebenen Aufarbeitung des Ejakulates hergestellt. Die jeweils verwendete Swim-up-
Suspension wurde in vier Teile gesplittet. Die Versuchsreihe wurde mit vier Ansatzen mit
jeweils insgesamt 200 ul Spermatozoen/Erreger-Suspension durchgefihrt. Hierflr wurden
vier sterile, verschlieBbare Rohrchen (Greiner, Eppendorf) mit jeweils 180 yl Spermato-
zoensuspension bestlckt. Danach wurden drei dieser Rohrchen mit den unterschiedlich
konzentrierten Erregersuspensionen von jeweils 20 ul bestlickt und ein Réhrchen mit 20
pl HAM's F 10 Medium als Kontrollprobe. Dabei waren die Erregerausgangs-
konzentrationen 20 Millionen Candida/ml (Ansatz A), 2 Millionen Candida/ml (Ansatz B),
200 - 400 Millionen Staph. saprophyticus/ml (Ansatz C). Als Kontrolle diente Ansatz D mit
dem Medium HAM’s F 10. Bei der eingestellten Spermatozoenkonzentration von 22
Millionen/ml ergab sich rechnerisch ergab sich nach dem fertigen Probenansatz eine
Spermatozoenkonzentration von 20 Millionen/ml.

Die Versuchsansatze werden in dem folgenden Pipettierschema verdeutlicht:
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Tabelle 9: Pipettierschema der dritten Versuchsreihe (Candida albicans und

Staphylococcus saprophyticus)

Versuchsansatz A B C D
Spermatozoensusp. 180 ul 180 i 180 ul 180 ul
22 Mio./ml

Candidasuspension 20 ul - - -

A: 20 Mio./ml

Candidasuspension - 20 pl - -

B: 2 Mio./ml

Bakteriensuspension - - 20 pl -

C: 200 - 400 Mio./ml

Kontrolle - - - 20 ul
D: HAM’s F 10

Gesamtmenge 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Inkubator (Fa. Heraeus) uber 6 Stunden. Die einzelnen
Messungen der Proben wurden direkt nach Inkubationsbeginn, 2 , 4 und 6 Stunden nach
Inkubationsbeginn durchgefuhrt. Nach sorgfaltiger Durchmischung der jeweiligen Probe
mit dem Vibrax® (Serono) wurden jeweils 10 ul der Spermatozoen/Erreger-Suspension mit
einer sterilen Pipette entnommen, in eine Makler®-Kammer gebracht und mit der compute-
risierten Spermatozoenanalyse auf ihre Motilitdtsparameter untersucht. Dabei wurden bei
jeder Messung mindestens 100 Spermatozoen ausgezahlt. Die Messung der jeweiligen
Erregerkonzentration zum jeweiligen Zeitpunkt wurde mit Hilfe der Makler®-Kammer wie
zuvor beschrieben durchgefihrt.

Insgesamt wurden in dieser Versuchsreihe 10 Ejakulate fur 10 Versuche mit jeweils 4
Probenansatzen verwendet. Dabei konnten 180 einzelne Motilitdtsanalysen (nativ, swim-
up, 10 Versuche mit jeweils 4 Einzelproben zu je 4 Inkubationszeitpunkten) dokumentiert
werden. In die statistische Analyse gingen die 160 Motilitatsanalysen der Versuchsansatze

ein.

2.2.2.5 Motilitatsanalysen mit R-hamolysierenden Streptokokken der Gruppe B
(Vierte Versuchsreihe)
In der vierten Versuchreihe wurden die einzelnen Versuchsansatze ebenfalls nach der

oben beschriebenen Aufarbeitung des Ejakulates hergestellt. Die jeweils verwendete
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Swim-up Suspension wurde in funf Teile gesplittet. Die Versuchsreihe wurde mit funf
Ansatzen mit jeweils insgesamt 200 ul Spermatozoen/Bakterien-Suspension durchgefihrt.
Hierfur wurden funf sterile, verschlieBbare Rohrchen (Greiner, Eppendorf) mit jeweils 180
Ml Spermatozoensuspension bestlckt. Danach wurden vier dieser Rohrchen mit den
unterschiedlich konzentrierten Bakteriensuspensionen von jeweils 20 ul besttickt und ein
Roéhrchen mit 20 ul HAM's F 10 Medium als Kontrollprobe. Dabei waren die Bakterienaus-
gangskonzentrationen 2 Millionen/ml (Ansatz A), 200.000/ml (Ansatz B), 20.000 (Ansatz
C) und 2000 (Ansatz D). Als Kontrolle diente Ansatz E mit dem Medium HAM’s F 10. Bei
der eingestellten Spermatozoenkonzentration von 22 Millionen/ml ergab sich rechnerisch
nach dem fertigen Probenansatz eine Spermatozoenkonzentration von 20 Millionen/ml.

Die Versuchsansatze werden in dem folgenden Pipettierschema verdeutlicht:

Tabelle 10: Pipettierschema der vierten Versuchsreihe (Streptokokken Gruppe B)
Versuchsansatz A B C D E
Spermatozoensusp. 180 pl 180 pl 180 pl 180 pl 180 ul
22 Mio./ml
Bakteriensuspension 20 pl - - - -

A: 20 Mio./ml
Bakteriensuspension
B: 2 Mio./ml
Bakteriensuspension
C:200.000/ml
Bakteriensuspension
D: 20.000/ml
Kontrolle - - - - 20 pl
E: HAM’s F 10

Gesamtmenge 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

20 yl B - B

20 ul - -

20 yl

Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Inkubator (Fa. Heraeus) uber 6 Stunden. Die einzelnen
Messungen der Proben wurden direkt nach Inkubationsbeginn, 2 , 4 und 6 Stunden nach
Inkubationsbeginn durchgefuhrt. Nach sorgfaltiger Durchmischung der jeweiligen Probe
mit dem Vibrax® (Serono) wurden jeweils 10 pl der Spermatozoen/Bakterien-Suspension
mit einer sterilen Pipette entnommen, in eine Makler®-Kammer gebracht und mit der com-
puterisierten Spermatozoenanalyse auf ihre Motilitatsparameter untersucht. Dabei wurden
bei jeder Messung mindestens 100 Spermatozoen ausgezahlt. Die Ermittlung der

Streptokokken-Konzentration zum jeweiligen Zeitpunkt der Messungen mit Hilfe der
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Makler®-Kammer konnte nicht bestimmt werden, da der Erreger lichtmikroskopisch zu
klein flr eine genaue Zahlung war.
Insgesamt wurden in dieser Versuchsreihe 10 Ejakulate fir 10 Versuche mit jeweils 5
Probenansatzen verwendet. Dabei konnten 220 einzelne Motilitatsanalysen (nativ, swim-
up, 10 Versuche mit jeweils 5 Einzelproben zu je 4 Inkubationszeitpunkten) dokumentiert
werden. In die statistische Analyse gingen die 200 Motilitatsanalysen der Versuchsansatze

ein.

2.2.3 Statistische Auswertung der Daten

Die in dieser Dissertation erhobenen Daten zur Spermatozoenmotilitat, Bewegungsmoda-
litdten und Geschwindigkeiten der Spermatozoen, die mit Hilfe der MIKA MOTION
ANALYSIS® erstellt wurden, sind in MS EXCEL®-Tabellen (Version 5.0) gespeichert und
anschliellend ausgewertet worden. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt in
Box plots, welche neben dem Median, der 25%-Percentile und der 75%-Percentile (Box)
auch die Minima und Maxima als Linien angeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit
der 2-faktoriellen Varianzanalyse mit MeRwiederholungen auf 2 Faktoren, d. h. es wurden
die Signifikanzen fur die Parameter Zeit und Konzentration und deren Wechselwirkung

untereinander bestimmt (SPSS" for MS Windows Version 6.0)."

' Ich danke Herrn Pabst (Institut fir Medizinische Informatik an der Justus-Liebig-Universitat GieRen) fiir die

Beratung und Hilfe bei der statistischen Aufarbeitung.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche mit Escherichia coli

Bei dem Versuchsansatz mit einer initialen Konzentration > 2 Mio. E. coli/ml konnte der
gleiche deutliche motilitatshemmende Effekt wie in den standardisierten in vitro Experi-
menten mit E. coli des gleichen Serotypes (O6) von Diemer et al. (1996) beobachtet
werden. Bei einem Spermatozoen/Bakterienverhaltnis > 1 wurde dieser Effekt deutlich.
Dieses war nach 6 Stunden Inkubation sowohl in der Gesamtmotilitat als auch
Progressivmotilitat erreicht. Die folgenden Graphiken sollen diesen motilitdtshemmenden
Effekt verdeutlichen (Abb 2.1-2.4 und 3.1-3.4). Die Vorversuche wurden nicht statistisch

ausgewertet.

Abb. 2.1-2.4: Spermatozoengesamtmotilitat der Vorversuche mit E. coli mit der initialen
Bakterienkonzentration von > 2 Mio./ml (A) und der Kontrolle (B).
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Abb. 2.1 Versuchsansatze direkt nach Inkubation Abb. 2.2 Versuchsansatze 2 h nach Inkubation
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Abb. 2.2 Versuchsansatze 4 h nach Inkubation Abb. 2.2 Versuchsansatze 6 h nach Inkubation
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Abb. 3.1-3.4 Spermatozoenprogressivmotilitat der Vorversuche mit E. coli mit der initialen

Bakterienkonzentration von > 2 Mio./ml (A) und der Kontrolle (B).
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3.2 Motilitatsanalysen mit Enterokokken

Direkt nach Inkubationsbeginn fand sich fur die mittlere Gesamtmotilitdt ein Prozentsatz
von 87 % (Abb. 4.1). Im Verlauf, d.h. nach 2, 4 und 6 Stunden nach Inkubation fand sich,
trotz einer Abnahme kein signifikanter Unterschied der Gesamtmotilitdt (Abb. 4.2, Abb.
4.3, Abb. 4.4). Die Motilitatsraten der einzelnen Ansatze lagen nach 6 Stunden im Mittel
noch bei 70 % und unterschieden sich damit nicht signifikant vom Kontrollansatz (Abb.
4.4).
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Abb. 4.1-4.4: Spermatozoengesamtmotilitdt der Versuchsansatze mit Enterokokken mit
der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml (B), 20.000 (C), 2000
(D), Kontrolle (E).
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Abb. 4.3 Versuchsansatze 4 h nach Inkubation Abb. 4.4 Versuchsansatze 6 h nach Inkubation

Bei der mittleren Progressivmotilitat fand sich direkt nach Inkubationsbeginn ein Prozent-
satz von 78% (Abb. 5.1). Ebenfalls zeigte sich im Inkubationsverlauf Gber 6 Stunden kein
signifikanter Unterschied der Progressivmotilitdt, obwohl auch hier eine Motilitatsminde-
rung zu verzeichnen war (Abb. 5.2, Abb 5.3, Abb. 5.4). Im Mittel lagen die Motilitatsraten
der einzelnen Proben nach 6 Stunden bei 58 % und unterschieden sich damit nicht signifi-
kant von der Kontrollprobe (Abb. 5.4).
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Abb. 5.1-5.4: Spermatozoenprogressivmotilitdt der Versuchsansatze mit Enterokokken mit
der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml (B), 20.000 (C), 2000

(D),

Kontrolle (E).
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Abb. 5.2 Versuchsansatze 2 h nach Inkubation
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Abb. 5.4 Versuchsansatze 6 h nach Inkubation

Die Analyse der Bewegungsmodalitaten zeigte im Verlauf der Inkubation lediglich bei den

linear progressiv motilen Spermatozoen (LIN) eine Abnahme der linearen Vorwartsbeweg-

lichkeit (p=0,004). Ebenso nahm die nicht-lineare Vorwartsbeweglichkeit (NLIN) signifikant

(p>0,0001) ab. Diese Veranderungen waren nicht von der verwendeten Bakterienkonzen-

tration (Abb. 6.1-6.4) abhangig. Alle anderen Parameter der Bewegungsmodalitat blieben

unverandert.
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Abb. 6.1-6.4: Spermatozoenbewegungsmodalitaten [Kreislaufer (CIR), nicht-lineare
Vorwartsbeweglichkeit (NLIN), lineare Vorwartsbeweglichkeit (LIN)] der Versuchsansatze
mit Enterokokken mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml
(B), 20.000 (C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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Bezuglich der Spermatozoengeschwindigkeiten ergab sich nach 6 Stunden eine
hochsignifikante Geschwindigkeitsabnahme (p<0,0001) fur die Parameter VSL, VAP und
VCL (Abb. 7.1-7.4). Diese Veranderung war ebenfalls von der gewahlten Bakterienkon-

zentration unabhangig.
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Abb. 7.1-7.4: Spermatozoengeschwindigkeiten (VAP, VCL, VAP) der Versuchsansatze
mit Enterokokken mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml
(B), 20.000 (C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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Abb. 7.3 Versuchsansatze nach 4 h Inkubation Abb. 7.4 Versuchsansatze 6 h nach Inkubation

3.3 Motilitatsanalysen mit Pseudomonas aeruginosa

Direkt nach Inkubationsbeginn war die mittlere Gesamtmotilitdt der einzelnen Versuchs-
ansatze 93 % (Abb. 8.1). Im Versuchsverlauf, d.h. nach 2, 4 und 6 Stunden Inkubation
fand sich eine hochsignifikante (p<0,0001) Abnahme der Motilitat, die nicht von den
unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen (Abb. 8.1, 8.2, 8.3 und 8.4) abhing. Fur die
Gesamtmotilitdten nach 6 Stunden ergaben sich die folgenden Werte: In Ansatz A 76 %, B
82 %, C 82 %, D 79 % und Kontrolle E 90 % (Abb. 8.4). 6 Stunden nach Inkubation war

eine signifikante (p<0,05) Abnahme der Gesamtmotilitat innerhalb der verschiedenen



eine bestimmte Bakterienkonzentration, die fur diesen Effekt nach 6 Stunden verant-

wortlich sein kdnnte, war nicht moglich.

Abb. 8.1-8.4: Spermatozoengesamtmotilitat der Versuchsansatze mit Ps. aeruginosa mit
der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml (B), 20.000 (C), 2000

(D), Kontrolle (E).
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Abb. 8.3 Versuchsansatze 4 h nach Inkubation

Die mittlere Progressivmotilitat war direkt nach Inkubationsbeginn 80 % (Abb. 9.1). Im
Verlauf von 6 Stunden Inkubation zeigte sich eine signifikante (p<0,0001) Motilitatsab-
nahme (Abb. 9.1, 9.2, 9.3 und 9.4). Fur die Progressivmotilitdt ergab sich nach 6 Stunden:
In Ansatz A 53 %, B 58 %, C 57 %, D 55 % und in der Kontrolle E 69 %. Wahrend der 6
Stunden Inkubation war eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Progressivmotilitat

innerhalb der verschiedenen Bakterienkonzentrationen im Vergleich zur Kontrolle zu
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Bakterienkonzentrationen im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Ein Rickschlul® auf
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beobachten. Diese Motilitatsraten lagen nach 6 Stunden im Mittel bei 56 % und
unterschieden sich nicht signifikant vom Kontrollansatz mit 69% (Abb. 9.4). Eine
Zuordnung dieses Effektes zu einer bestimmten Bakterienkonzentration konnte nicht

nachgewiesen werden.

Abb. 9.1-9.4: Spermatozoenprogressivmotilitat der Versuchsansatze mit Ps. aeruginosa
mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml (B), 20.000 (C),
2000 (D), Kontrolle (E).
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Bei den Bewegungsmodalitaten zeigte die nicht-lineare Vorwartsbeweglichkeit (NLIN) eine
signifikante (p=0,011) Zunahme im Verlauf der 6 Stunden Inkubation (Abb. 10.1, 10.2,
10.3 und 10.4). Die lineare Vorwartsbeweglichkeit (LIN) und die Kreislaufer (CIR) zeigten
im Verlauf von 6 Stunden keine signifikanten Unterschiede (Abb. 10.1-10.4).
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Abb. 10.1-10.4: Spermatozoenbewegungsmodalitdten [Kreislaufer (CIR), nicht-lineare
Vorwartsbeweglichkeit (NLIN), lineare Vorwartsbeweglichkeit (LIN)] der Versuchsansatze
mit Ps. Aeruginosa mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml
(B), 20.000 (C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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Die Geschwindigkeiten der Spermatozoen VSL und VAP fielen hochsignifikant (p<0,0001),
VCL signifikant (p<0,001) innerhalb von 6 Stunden ab (Abb. 11.1, 11.2, 11.3 und 11.4).
Die gewahlte Bakterienkonzentration beeinflusste dies nicht (VSL p=0,072, VAP p=0,162,
VCL p=0,668).
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Abb. 11.1-11.4: Spermatozoengeschwindigkeiten (VAP, VCL, VAP) der Versuchsansatze
mit Ps. aeruginosa mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml
(B), 20.000 (C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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3.4 Motilitatsanalysen mit Candida albicans und Staphylococcus saprophyticus

In dieser Versuchsreihe wurden zwei verschiedene Erreger getestet. Bei Candida
albicans trat im Verlauf der 6-stlindigen Inkubation eine Abnahme (p=0,01) der Gesamt-
motilitat auf (Abb. 12.4). Diese Motilitatsabnahme war jedoch zwischen den einzelnen
Candida-Konzentrationen nicht signifikant (p=0,213) unterschiedlich. Dies verdeutlichen
die mittleren Gesamtmotilitdten in den Probenansatzen A 98 %, B 98 % und in der
Kontrolle D 98 % direkt nach Inkubationsbeginn (Abb. 12.1). Im Vergleich nach 6 Stunden
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Inkubationsbeginn betrug die mittlere Gesamtmotilitat der Probe A 95 %, B 95 % und der
Kontrolle D 97 % (Abb. 12.4).
Staphylococcus saprophyticus zeigte in hohen Erregerzahlen (200-400 Millionen
Erreger/ml) keinen Einfluld auf die Motilitdt. Die mittlere Gesamtmotilitat betrug in Ansatz
C 97 %, in der Kontrolle D 98 % direkt nach Inkubationsbeginn (Abb. 12.1) und nach 6
Stunden Inkubation in Ansatz C 96 % und in der Kontrolle D 97 % (Abb. 12.4).

Abb. 12.1-12.4: Spermatozoengesamtmotilitat der Versuchsansatze mit Candida albicans
und Staphylococcus saprophyticus (Staph. saprophyticus) mit der initialen
Bakterienkonzentration von 20 Mio.Candida/ml (A), 2 Mio. Candida/ml (B), 200-400 Mio.
Staph. saprophyticus/ml (C), Kontrolle (D).
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Bei der Progressivmotilitat zeigte sich bei den Versuchen mit Candida albicans eine hoch-
signifikante (p<0,0001) Motilitatsabnahme direkt nach Inkubationsbeginn (Abb. 13.1), die

sich auf die Probe A mit einer initialen Bakterienkonzentration von 20 Millionen Candida/ml
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bezieht. Dieser Einflu war zeitabhangig (p=0,027). Direkt nach Inkubationsbeginn war die
mittlere Progressivmotilitat in Ansatz A 65 %, B 88 % und in der Kontrolle D 90 % (Abb.
13.1). Nach 6 Stunden Inkubation betrug die mittlere Progressivmotilitat in Ansatz A 67 %,
B 85 % und in der Kontrolle D 86 % (Abb. 13.4).

Bei Staphylococcus saprophyticus zeigte sich in hohen getesteten Erregerzahlen kein
Einfluld auf die Progressivmotilitat. Hier war die mittlere Progressivmotilitat in Ansatz C 87
%, in der Kontrolle D 90 % direkt nach Inkubationsbeginn (Abb. 13.1) und 6 Stunden nach
Inkubationsbeginn betrug sie in Ansatz C 85 % und in der Kontrollprobe D 86 % (Abb.
13.4).

Abb. 13.1-13.4: Spermatozoenprogressivmotilitdit der Versuchsansatze mit Candida
albicans und Staphylococcus saprophyticus (Staph. saprophyticus) mit der initialen
Bakterienkonzentration von 20 Mio.Candida/ml (A), 2 Mio. Candida/ml (B), 200-400 Mio.
Staph. saprophyticus/ml (C), Kontrolle (D).
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Die Analyse der Bewegungsmodalitaten zeigte im Verlauf der Inkubation von 6 Stunden
eine hochsignifikante (p=0,001) Abnahme bei den Kreislaufern (CIR) und der linear
progressiv. motilen Spermatozoen (LIN), bei den nicht-linear progressiv. motilen
Spermatozoen (NLIN) eine signifikante (p=0,02) Abnahme der Vorwartsbeweglichkeit
(Abb. 14.1, 14.2, 14.3 und 14.4). Nur bei den linear progressiven Spermatozoen (LIN)
konnte die Abnahme der Vorwartsbeweglichkeit auf eine signifikante Abhangigkeit von
der Erregerkonzentration (p=0,031) zurickgefuhrt werden (Abb. 14.1-14.4).

In den Proben mit Staphylococcus saprophyticus konnten im Verlauf der Inkubation in den
Bewegungsmodalitaten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden Abb. 14.1-
14.4).

Abb. 14.1-14.4: Spermatozoenbewegungsmodalitdten [Kreislaufer (CIR), nicht-lineare
Vorwartsbeweglichkeit (NLIN), lineare Vorwartsbeweglichkeit (LIN)] der Versuchsansatze
mit Candida albicans und Staphylococcus saprophyticus (Staph. saprophyticus) mit der
initialen Bakterienkonzentration von 20 Mio.Candida/ml (A), 2 Mio. Candida/ml (B), 200-
400 Mio. Staph. saprophyticus/ml (C), Kontrolle (D).
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Die Geschwindigkeiten VSL und VAP zeigten bei den Versuchen mit Candida albicans
keine signifikanten (p=0,71) Unterschiede im Verlauf der Inkubationszeit von 6 Stunden
(Abb. 15.1, 15.2, 15.3 und 15.4). Wahrend der Inkubation waren jedoch innerhalb der
verschiedenen Erregerkonzentrationen bei beiden Geschwindigkeiten eine Abnahme (VSL
p=0,011, VAP p=0,009) zu verzeichnen. Dies stand nicht in Beziehung zu dem zeitlichen
Verlauf der Versuche. Bei der Geschwindigkeit VCL hingegen zeigte sich eine signifikante
(p<0,001) Abnahme im Verlauf der 6-stundigen Inkubation.

Bei den Proben mit Staphylococcus saprophyticus war ebenfalls bei den
Geschwindigkeiten VSL (p=0,006) und VCL (p=0,004) eine signifikante Abnahme im
Verlauf von 6 Stunden zu verzeichnen (Abb. 15.1, 15.2, 15.3 und 15.4). Diese Verande-
rung war jedoch unabhangig von der Bakterienkonzentration. Bei der Geschwindigkeit

VAP gab es keinerlei signifikanten Unterschiede.
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Abb. 15.1-15.4: Spermatozoengeschwindigkeiten (VAP, VCL, VAP) der Versuchsansatze
mit Candida albicans und Staphylococcus saprophyticus (Staph. saprophyticus) mit der
initialen Bakterienkonzentration von 20 Mio.Candida/ml (A), 2 Mio. Candida/ml (B), 200-
400 Mio. Staph. saprophyticus/ml (C), Kontrolle (D).
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3.5 Motilitatsanalysen mit R-hamolysierenden Streptokokken der Gruppe B

In diesem Experiment war die mittlere Gesamtmotilitat der einzelnen Proben direkt nach
Inkubationsbeginn 97 % (Abb. 15.1). Im Verlauf des Versuches Uber 6 Stunden zeigte sich
eine hochsignifikante (p<0,0001) Abnahme der Gesamtmotilitat (Abb. 16.1, 16.2, 16.3 und
16.4). Die mittleren Gesamtmotilitaten nach 6 Stunden Inkubationszeit waren im Ansatz A
26 %, im Ansatz B 80 %, im Ansatz C 95 %, im Ansatz D 94 % und in der Kontrolle E 97

% (Abb. 16.4). Dieser negative EinfluR auf die Gesamtmotilitdt wird besonders deutlich
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nach 6 Stunden Inkubation im Probenansatz A mit der initial hochsten Bakterienaus-

gangskonzentration von 2 Mio./ml (Abb. 16.4).

Abb. 16.1-16.4: Spermatozoengesamtmotilitdt der Versuchsansatze mit Streptokokken
Gr. B mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml (B), 20.000
(C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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Bei der mittleren Progressivmotilitat fand sich direkt nach Inkubation ein Prozentsatz von
88 % (Abb. 17.1). Ebenfalls zeigte sich im Verlauf von 6 Stunden eine hochsignifikante
(p<0,0001) Abnahme der Progressivmotilitat (Abb. 17.1, 17.2, 17.3 und 17.4). Die mittlere
Progressivmoaotilitat betrug nach 6 Stunden im Ansatz A 13 %, im Ansatz B 55 %, im Ansatz
C 82 %, im Ansatz D 83 % und in der Kontrolle E 87 % (Abb. 17.4). Der negative Einflu



56

der Erregerkonzentration wird im Probenansatz A mit der initial hochsten Bakterien-

ausgangskonzentration von 2 Mio./ml besonders deutlich.

Abb. 17.1-17.4: Spermatozoenprogressivmotilitat der Versuchsansatze mit Streptokokken

Gr. B mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A), 200.000/ml (B), 20.000

(C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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Abb. 17.4 Versuchsansatze 6 h nach Inkubation

Bei den verschiedenen Bewegungsarten der Spermatozoen zeigte sich bei den linear

progressiv motilen (LIN) und nicht-linear progressiv motilen (NLIN) Spermatozoen eine

hochsignifikante (p<0,0001) Abnahme der Vorwartsbeweglichkeit wahrend der 6 Stunden
Inkubation (Abb. 18.1, 18.2, 18.3 und 18.4), wobei dies am deutlichsten in den beiden
Proben A und B mit den hdheren Bakterienkonzentrationen zu beobachten war. Dabei

verschob sich das Verhaltnis von linear motilen (LIN) zugunsten der nicht-linear motilen
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(NLIN) Spermatozoen (Abb. 18.4). Bei den Kreislaufern (CIR) zeigten sich keine

signifikante Veranderung im Versuchsverlauf.

Abb. 18.1-18.4: Spermatozoenbewegungsmodalitdten [Kreislaufer (CIR), nicht-lineare
Vorwartsbeweglichkeit (NLIN), lineare Vorwartsbeweglichkeit (LIN)] der Versuchsansatze
mit Streptokokken Gr. B mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A),
200.000/ml (B), 20.000 (C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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Die Geschwindigkeiten VCL, VAP und VSL zeigten einen hochsignifikanten (p<0,0001)
konzentrationsabhangigen Geschwindigkeitsverlust wahrend der Inkubationszeit von 6
Stunden (Abb. 19.1, 19.2, 19.3 und 19.4). Dies zeigte sich am ausgepragtesten in der
letzten Messung nach 6 Stunden Inkubation in der héchsten Konzentration A und in der
Konzentration B (Abb. 19.4).
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Abb. 19.1-19.4: Spermatozoengeschwindigkeiten (VAP, VCL, VAP) der Versuchsansatze

mit Streptokokken Gr.

B mit der initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml (A),

200.000/ml (B), 20.000 (C), 2000 (D), Kontrolle (E).
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4 Diskussion

4.1 Verwendete Methoden

4.1.1 Probengewinnung und Spermatozoenaufbereitung

Nativejakulate wurden durch Masturbation gesunder Versuchspersonen in einem speziel-
len Spenderraum in der Klinik gewonnen. Zum Auffangen des Ejakulates wurden sterile
Plastikeinmalgefale aus Polypropylen mit Schraubdeckelverschlufl (Sherwood) verwendet
(Ludwig und Frick 1987). Entsprechend allgemeiner Regeln waren die Spender dazu an-
gehalten, sich vor der Masturbation das auf3ere Genitale mit Wasser und Seife zu reinigen
und nach Moglichkeit vor der Ejakulatspende noch zu miktionieren, damit die Kontamina-
tion des Ejakulates aus der vorderen Harnrohre so gering wie moglich gehalten wurde. Ein
weiteres Kriterium zur Auswahl der Probanden war, dal® sie derzeit keinerlei Medika-
mente, insbesondere Antibiotika wegen ihrer moglichen Einschrankung der Spermatoge-
nese oder Spermatozoenfunktion (Schlegel et al. 1991, Hargreaves et al. 1998), einnah-
men und weiterhin in der kurzeren Vergangenheit nicht an einer urogenitalen Infektion
erkrankt waren. Die hier beschriebene Technik zur Ejakulatgewinnung ist fur die
Routineuntersuchungen in der Praxis sowie flir wissenschaftliche Untersuchungen
allgemein anerkannt (Ludwig und Frick 1987, Krause und Weidner 1998, WHO 1992,
WHO 1999).

Die Untersuchungen des Ejakulates erfolgte nach den WHO-Empfehlungen von 1992
(WHO 1992). Zusatzlich wurde in allen Versuchen die computer-assistierte Spermatozo-
enanalyse (aus dem Englischen ,Computer Assisted Sperm Analyser®, abgekurzt CASA) -
der MIKA-MOTION-ANALYSER" verwendet. Diese Untersuchungsmethode ist eine
mittlerweile etablierte Methode zur standardisierten und objektiv-reproduzierbaren Motili-
tatsmessung von humanen Spermatozoen (ESHRE Andrology Special Interst Group 1996
und 1998). Da die Versuchsreihen Uber mehrere Stunden andauerten und immer bis zu 5
Proben zum gleichen Zeitpunkt gemessen werden mufdten, war eine einfache, untersu-
cherunabhangige und schnelle Melimethode sehr wichtig. Diese Kriterien erflllte die
CASA vollstandig und garantierte einen zugigen und zum jeweiligen Mel3zeitpunkt fast
zeitgleiche Messungen. In Kapitel 4.1.2 wird die CASA noch naher diskutiert werden.

Bei der Aufarbeitung der Nativejakulate wurde auf eine detaillierte Analyse der Morpho-
logie verzichtet, da die Bedeutung der Spermatozoenmorphologie immer noch kontrovers
diskutiert wird. Die WHO hat 1992 in ihrem Laborhandbuch (WHO 1992) den prozentualen
Anteil morphologisch normaler Spermatozoen von 50 % (WHO 1987) auf 30 % herabge-
setzt. Das 1999 neu erschienene WHO-Handbuch gibt keinen Normwert mehr an und

empfiehlt bei der Klassifikation eines normalen Spermatozoons die Anwendung der ,strict



60

criteria“ (Kruger et al. 1986, Menkveld et al. 1990). Werden diese Kriterien zur morpho-
logischen Klassifikation angewendet, lieRen sie gegebenenfalls eine Normwertsenkung
auf ca. 15 % normale Spermatozoen zu, wenn man die Ergebnisse mit den Fertilitatsraten
vergleicht (Menkveld et al. 1990). Es ist anzumerken, daf® bei mannlichen
Adnexinfektionen, wie z.B. Prostatitis und Epididymitis, die morphologische Routine-
analyse nach den strikten Kriterien nicht ausreichend ist, um morphologisch Veranderun-
gen zu erkennen (Menkveld et al. 1999, Huwe et al. 1999 und 2000 a). Nur mit speziellen
Analysen, wie z.B. der Bestimmung des Akrosomindex und der elongierten Spermato-
zoen, konnten bei chronischer Entzindung morphologische Veranderungen nachgewiesen
werden (Huwe et al. 1999 und 2000 a).

Nach der routinemafigen Untersuchung des Nativejakulates erfolgte die Aufbereitung der
Proben mittels Swim-up-Technik. Dies ist eine etablierte Methode zur Separation von
hochmotilen Spermatozoen in ein Kulturmedium (Wilke et al. 1991, Hano et al. 1986).
Dieses Verfahren basiert auf der aktiven Wanderung bzw. Bewegung der Spermatozoen
gegen die Schwerkraft in ein Kulturmedium hinein, z.B. in das bei unseren Versuchsreihen
verwendete Medium HAM’'s F 10 (Ludwig und Frick 1987, Wilke et al. 1991). Der ent-
scheidende Vorteil der Swim-up-Technik war die hohe prozentuale Spermatozoenmoaotilitat
der gewonnenen Spermatozoensuspension (Hano et al. 1986, Mdslein et al. 1987, Wilke
et al. 1991), die fur die Zielsetzung der Motilitatsmessungen von wesentlicher Bedeutung
war. Des weiteren war fur die Versuche die Reinheit der Spermatozoensuspension, d. h.
die fast vollige Freiheit von kontaminierenden Bakterien oder stérenden Elementen, wie
z.B. Spermatogenesezellen oder Leukozyten, wichtig. Die Swim-up-Technik garantierte
die Selektion von hochmotilen Debris-freien Spermatozoenpopulationen (Ludwig und Frick
1987, Hano et al. 1986). Im Vergleich mit den anderen Spermatozoenaufarbeitungen, z.B.
die von Paulson und Polakoski (1977 b) beschriebene Glaswollfiltration oder die Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation, bei der die verbleibenden Silikonpartikel in der
Spermatozoensuspension nur durch weitere Waschschritte entfernt werden kénnen, was
zu erneuten Motilitatsverlusten fuhrt, schienen nicht geeignet.

Ein Nachteil der Methode liegt im deutlichen Verlust von Spermatozoen durch den Wasch-
vorgang, da sich nur bis zu 30 % der motilen Spermien im Uberschichtungsmedium an-
sammeln und die restlichen 70 % im Hardpellet verbleiben (Hano et al. 1986, Ludwig und
Frick 1987). Dies zeigte sich bei den Probenaufbereitungen sehr deutlich, da jeweils fur
eine Versuchsreihe 1 ml Spermatozoensuspension bendtigt wurden, also auch unser
Hardpellet mit den zentrifugierten Spermatozoen mit 1 ml Medium Uberschichtet werden
mufite. Dies stellt eine sehr hohe Menge dar, und hierflir waren folglich Ejakulatproben mit

einer Uberdurchschnittlichen Spermatozoendichte und -motilitat winschenswert, damit die
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Ausbeute an motilen Spermatozoen den intern festgelegten Versuchskriterien entsprach
(80 % Progressivmotilitat, 22 Mio. Spermatozoen/ml). Bei unseren Probanden waren diese
Ausgangskriterien erfllt. Ein weiteres Problem kann das Abziehen des Uberstandes der
Probe mit der Spritze darstellen. Bei stark viskdosen Ejakulaten kann das Hardpellet,
welches sich nach der Zentrifugation am Boden des Probenréhrchens ansammelt, mit der
Spritze angesaugt und somit flr eine weitere Verarbeitung unbrauchbar werden. Das
gleiche gilt fiir das anschlieBende Uberschichten des Hardpellets mit Medium, bei dem
das Pellet bei unvorsichtigem Uberschichten aufgewirbelt werden kann und somit wieder
Verunreinigungen, Spermatogenesezellen und Leukozyten aufgewirbelt werden kdnnen
und die Reinheit der Swim-up-Probe gefahrden wirden. Trat ein solcher Fehler bei der
Probenaufbereitung auf, wurde der Swim-up verworfen und nicht fur eine Versuchreihe

verwendet.

4.1.2 Motilitdtsanalysen mit der computerassistierten Spermatozoenanalyse (CASA)
In allen Versuchsreihen wurde fur die Messung der Motilitatsparameter eine computerge-
stiitzte Spermatozoenanalyse die MIKA MOTION ANALYSIS" benutzt. Dieses Verfahren
zur Motilitatsmessung von Spermatozoen beruht auf dem Prinzip der ,multiple exposure
photography“ (MEP) welches von Makler Ende der 70er Jahre entwickelt und von ihm
immer wieder Uberarbeitet wurde (Makler 1978/1980 a und b). Diese Methode stellte das
erste objektiv-reproduzierbare Verfahren zur Motilitatsbestimmung dar. So werden neben
der prozentualen Bestimmung der Motilitdt ebenso die Geschwindigkeiten der Spermato-
zoen und deren Bewegungscharakteristika erfat. Das fruher aufwendige manuelle,
jedoch objektive Analysieren bei der MEP wird heutzutage durch entsprechende Computer
mit hoher Rechnergeschwindigkeit und einer speziell entwickelten Software Gbernommen.
Von Davis und Katz wurde der Begriff CASA, im Englischen ,Computer-aided sperm
analyser bzw. im Deutschen ,Computer-assistierte Spermatozoenanalyse®, gepragt
(Davis und Katz 1986). Die modernen CASA-Systeme funktionieren nach dem
Grundprinzip, dal} ein mikroskopisches Bild einer Spermatozoensuspension Uber eine
Videokamera aufgezeichnet und mittels spezifischer Software in einem angeschlossenen
Computer digitalisiert, d. h. in einzelne Bildpunkte (Pixel) zerlegt wird. Dabei sind die
heutigen Rechner in der Lage, durch Kontrastunterschiede und Grolke einzelner
Bildgruppen Spermatozoen von anderen Zellen des Ejakulates zu unterscheiden. Zur
zusatzlichen ldentifikation eines Spermiums dient eine spezielle Schwanzerkennung.

In dieser Arbeit wurde ein CASA-Gerat der ,zweiten Generation®, welches sich durch eine
anwenderfreundliche Windows"-Oberflaiche gegeniiber der frilheren DOS-Oberfliche

auszeichnete, benutzt, und welches dem schnellen Arbeiten bei den zahlreichen
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Motilitatsanalysen sehr entgegen kam. Ein weiterer Vorteil fur die Versuche schien neben
der Obijektivitat der Messungen die exzellente Reproduzierbarkeit (Krause und Viethen
1999) und geringe Interassayvariabilitat (Krause et al. 1993). Mittlerweile zeichnen sich die
Dichte- und Motilitatsmessungen durch eine hohe Genauigkeit bzw. Korrelation gegenuber
der frUheren Zahl- bzw. Schatzmethode aus (Mathur et al. 1986, Krause et al. 1993,
Centola 1996). Knuth und Nieschlag (1988) hingegen beschreiben keine gute Korrelation
zwischen den Dichte- und Motilitatsmessungen der CASA gegenuber der klassischen
Zahl- bzw. Schatzmethode. Sie beschreiben, dald Ejakulate mit hoher Dichte falsche
niedrige Werte und Ejakulate mit niedriger Dichte falsche hohe Ergebnisse liefern. Dies
beruhe auf der normalen Kontamination des Ejakulates und Spermatogenesezellen,
Leukozyten etc.. Dies beschrieben ebenfalls bezlglich der Dichtebestimmungen Petzold
und Engel (1994) und auch schon Wilke et al. (1991). Mathur et al. (1986) stellten
vergleichbare Ergebnisse zwischen der klassischen gegenlber der computerisierten
Erfassung sowohl der Dichte- als auch der Motilitatsbestimmung fest. Des weiteren wiesen
sie auch noch eine gute Korrelation zwischen verschiedenen Untersuchern nach, welches
die Objektivitat dieses Verfahrens wieder unterstreicht. Die Ungenauigkeiten in der Dichte-
bestimmung sind, wie oben im Text beschrieben, bei normalen Ejakulaten in bestimmten
Bereichen zu bestatigen, jedoch bei den hier durchgefiuihrten Versuchen von geringer
Relevanz, da mit durch die Swim-up-Technik aufbereiteten gereinigten Spermatozoen-
suspensionen gearbeitet wurde. Somit konnen sie vernachlassigt werden. Knuth und
Nieschlag (1988) bestatigten dies fur die Swim-up-Technik, da die verunreinigenden
stérenden Zellbestandteile entfallen wirden. Des weiteren wurden Spermatozoenkonzen-
trationen um 22 Mio. Spermatozoen/ml verwendet und damit einer Verminderung der
Motilitatsparameter bei hoher Dichte, wie sie von Wetzels et al. (1993) beschrieben
wurden, vorgebeugt. Diese empfehlen zur Messung am besten Konzentrationen um 25
Mio. Spermatozoen/ml. Ein weiterer Vorteil des hier benutzten Analysegerates zur Ver-
meidung der moglichen Unterschatzung der Dichte war die Mdglichkeit der Nachbearbei-
tung der Bildsequenz mittels mausgesteuerter Korrekturfunktion (Togni et al. 1994). Diese
Korrekturfunktion fand bei den hierdurchgefuhrten Messungen jedoch keine grof3e An-
wendung, da mit gereinigten Spermatozoensuspensionen gearbeitet wurde und die
Ergebnisse immer parallel zu den Messungen in der Makler”-Kammer direkt ausgezahlt
wurden und sofort mit den Computerwerten verglichen werden konnten. Bestanden grol3e
Abweichungen, was selten vorkam, wurde eine erneute Messung der Probe mit einer
neuen Kammerfullung vorgenommen. Es ist anzumerken, dal3 die computer-assistierte
Spermatozoenanalyse aufgrund ihrer Objektivitdt und guten Reproduzierbarkeit sowie

einfachen Handhabung, speziell auch bei aufwendigen Versuchsreihen, eine mittlerweile
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anerkannte Methode zur Dichte- und Motilitdtsbestimmung bei wissenschaftlichen
Fragestellungen ist (Makler et al. 1980 a und b, Méslein et al. 1987, Diemer et al. 1996,
ESHRE Andrology Special Interest Group 1996). Die Laser-Doppler-Spektroskopie, eine
weitere Methode zur Spermatozoenanalyse, scheint sich aufgrund der hohen Kosten nicht
durchgesetzt zu haben. Fur den Routinebedarf in der Praxis sind die Anschaffungkosten
eines CASA-Gerates immer noch hoch, weshalb es bislang nur groRen IVF-Praxen und
Universitaten vorbehalten ist.

Schwieriger wird es bei der Beurteilung der Bewegungsmodalitaten, z. B. die Geschwin-
digkeiten, Bewegungscharakteristika, Kopfauslenkung etc., die nur mit den automatisierten
Analysesystemen erfal’t werden kdnnen. Leider ist es bisher nicht eindeutig moglich, das
Fertilisierungspotential einzelner Spermatozoen mit Geschwindigkeitsparametern zu asso-
ziieren (Knuth und Nieschlag 1988, Krause et al.1993). Hinney et al. (1993) beschreiben
als Minimalkriterium far Spermatozoen zur erfolgreichen Insemination eine Vorwartsge-
schwindigkeit (VSL) von 30 pm/s. Dies ist bisher nicht widerlegt worden, jedoch muf® man
sich ebenso die Frage stellen, welchen Stellenwert dieser Wert im Zeitalter der intra-
zytoplasmatischen Spermatozoeninjektion (ICSI) Uberhaupt haben kann. Hinzu kommt
auch, daf® man zur ICSI| das Spermatozoon zusatzlich noch immobilisiert. Barratt et al.
beschrieben 1993 in einer ersten Langzeitstudie einen pradiktiven Wert der CASA bezlg-
lich der in vivo Fertilitat. Dabei bestand eine gute Korrelation bezuglich der Spermatozo-
endichte, -motilitat und -geschwindigkeit und der Kontrazeptionszeit. Kritisch anzumerken
ist hierbei, dal} es immer noch erhebliche Unterschiede zwischen den verschiedenen
Herstellern und der Berechnung der einzelnen Motilitatsparameter gibt und diese deshalb
nur schwer vergleichbar sind. Alle erhaltenen Bewegungsparameter wurden ausgewertet,
um gegebenenfalls die Ergebnisse unterstutzend interpretieren bzw. neue Erkenntnisse
erlangen zu kdnnen.

Es ist hier nochmals anzumerken, dal} die automatisierte Analyse dem vorliegenden Ver-
suchskonzept durch ihre schnelle Handhabung die Fulle der Motilitatsmessungen in einem
relativ zeitgleichen Rahmen fur die einzelnen Proben durchfuhrbar machte. Die meisten
Motilitatsexperimente mit Bakterien sind in der Vergangenheit, auller von Diemer et al.
(1996), mit der klassischen Schatzmethode durchgefuhrt worden (Schirren und Zander
1966, Teague et al. 1971, Auroux et al. 1991 u.v.m.) und sind deshalb mit den hier
erzielten Ergebnissen schwer zu vergleichen. Makler et al. arbeiteten 1981 erstmals bei
Motilitatsanalysen mit Bakterien mit der halbautomatisierten Technik der ,multiple
exposure photography“ (MEP). Fur die hier in dieser Arbeit vorgestellten Erreger gibt es in
der Literatur nur wenige Motilitatsversuche, und somit stellen die Ergebnisse bezuglich der

neuen Auswertung mittels CASA ein Novum dar.



64

4.2 Verwendete Erreger

In den in dieser Arbeit prasentierten Versuchsreihen wurden die schon im Kapitel ,Material
und Methoden“ vorgestellten Erreger Enterokokken, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus saprophyticus, Candida albicans, R-hamolysierende Streptokken der
Gruppe B verwendet. Deshalb wird hier jetzt nicht mehr naher auf die Herkunft dieser
Keime eingegangen. Die Auswahl gerade dieses Erregerspektrums wurde getroffen, um
die wesentlichen Erreger der Uroadnexitis beim Mann und andererseits auch teilweise
pathogene Keime des weiblichen Genitaltraktes abzudecken.

Zur Etablierung der Versuchsreihen wurden die Koinkubationsversuche von Diemer et al.
(1996) mit einem serotypisierten E. coli, wie schon im Kapitel 2.2.1.1 und 2.2.2.1
beschrieben, reproduziert. Dabei war es wichtig, ein paar Versuche (10) nachzustellen, da
in der vorliegenden Arbeit nach dem gleichen Versuchsaufbau gearbeitet wurde und es zu
Uberprufen galt, ob die Ergebnisse in einem anderen Labor mit dem gleichen Keim repro-
duzierbar waren.

Enterokokken sind wichtige Erreger bei der asymptomatischen Bakteriospermie und der
infektiosen Epididymitis (Weidner et al. 1995). Des weiteren findet man diese Bakterienart
auch unspezifisch bei der chronischen Prostatitis, Urethritis und Balanitis (Schiefer et al.
1994).

Pseudomonas aeruginosa gilt als haufig verursachender Erreger der akuten und chroni-
schen Prostatitis, auch des Prostataabszesses, sowie als unspezifischer Erreger bei der
Epididymitis und Orchitis (Schiefer et al. 1994). Schieferstein et al. (1986) beschreiben
Pseudomonas aeruginosa als fakultativ pathogene Standortflora der Eichel.
Staphylococcus saprophyticus verursacht das akute Urethralsyndrom bei der Frau
(Schiefer et al. 1994) und ist zu 10 - 20% der Erreger der akuten Harnwegsinfektion bei
jungen Frauen (Kayser 1993). In der Literaturrecherche fand sich lediglich eine Arbeit von
Carson et al. (1982) welche die Bedeutung von Staphylococcus saprophyticus bei der
bakteriellen Prostatitis, besonders bei jungeren Mannern, beschreibt. Es interessierte
daher herauszufinden, ob ein ebenfalls in der normalen Standortflora der Vagina vorkom-
mender Keim bzw. ein Erreger welcher insbesondere bei der Prostatitis des jingeren
Mannes eine wichtige Rolle spielen koénnte, einen negativen Einfluld auf die Spermatozo-
enmotilitat haben konnte.

Ein vaginales Isolat von Candida albicans wurde getestet, da die vaginale Candidose eine
haufige, teils unbemerkte Infektion, z. B. auch nach vorheriger Antibiotikatherapie, ist. Des
weiteren findet man auch Candida albicans als sexuell Ubertragbaren Erreger bei der
Balanitis (Schiefer et al. 1994).
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R-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B gehdéren zum einen zur fakultativen
Standortflora in Ejakulat und Urin (Schieferstein et al. 1986) zum anderen kénnen sie auch
sexuell bei einer Balanitis Ubertragen werden (Schiefer et al. 1994) und konnen auch
ferner als Erreger einer Harnwegsinfektion vorkommen.

Allen fur die Versuchsreihen ausgewahlten Keimen ist die Uropathogenitat gemeinsam
und deren seit Jahren teilweise schon diskutierten Einflisse auf die Fertilitat. Die ausge-
wahlten Erreger sind in der Literatur oftmals in in vivo Studien genannt, jedoch ist haufig
ihre Pathogenitat bezuglich des Einflusses auf die Motilitdtsparameter ungenau
beschrieben. Es gibt nur sehr wenige in vitro Studien Uber die in der vorliegenden Arbeit
getesteten Keime. Insbesondere Staphylococcus saprophyticus ist in in vitro Experimenten
bislang noch nie beschrieben, Candida albicans in nur einem in vitro Experiment (Tuttle et
al. 1977) erwahnt worden.

Eine weitere Schwierigkeit im Vergleich der hier erzielten Ergebnisse mit friheren Studien
besteht in den oftmals ungenauen Keimzahlangaben und der Tatsache, dal die Erreger
nur in unspezifischen Ubergruppen, z.B. Streptokokken-Spezies, Staphylokokken-Spezies,
angegeben werden. Somit ist ein unmittelbarer Vergleich mit den dargestellten Erregern
nicht immer moglich. Dies wird dann in der Diskussion der einzelnen Keime und deren

Versuchsergebnisse naher beleuchtet werden.

4.3 Diskussion der Ergebnisse der Motilititsanalysen aus den durchgefiihrten

Versuchsreihen

4.3.1 Diskussion der Ergebnisse der Vorversuche mit E. coli

In den Vorversuchen mit E. coli wurde der gleiche Erregerstamm (Serotyp O6) wie bei der
Arbeitsgruppe von Diemer et al. (1996) verwendet. Bei den Motilitdtsanalysen zeigte sich,
dal® bei einem Spermatozoen/Bakterienverhaltnis = 1:1 ein deutlicher motilitats-
hemmender Effekt sowohl in der Gesamtmotilitat (Motilitatsklasse a, b und ¢ nach WHO)
als auch der Progressivmotilitat (Motilitatsklasse a und b nach WHO) nachweisbar war.
Diese Dissertationsarbeit stutz daher die These von Diemer et al. (1996), dal} uropatho-
gene E. coli-Bakterien auf die Spermatozoenmotilitdt ab einem gleichzahligen Verhaltnis
von Bakterien und Spermatozoen einen signifikanten Einflud ausiben. Es wurde ebenso
bewiesen, dal® diese Ergebnisse mit dem gleichen Erregerstamm auch unter anderen
Versuchsbedingungen in unterschiedlichen Labors dennoch reproduzierbar sind. Die in
dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse stehen, wie auch schon diese von Diemer et al.
(1996), im Gegensatz zu den Ergebnissen von Auroux et al. (1991) und del Porto et al.

(1975), welche das Bakterienwachstum wahrend der Versuche nicht bericksichtigten,
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obwohl sie auch eine Motilitdtsabnahme beobachten konnten. Die Vorversuche dienten
zur Etablierung des Versuchskonzeptes, welches auch hervorragend in unserem androlo-
gischen Labor umsetzbar war. Sie waren deshalb nicht Hauptbestandteil dieser Arbeit und
gingen nicht in die statistische Analyse ein. Im lichtmikroskopischen Bild war eine
deutliche Agglutination der Spermatozoen und die Adhasion der E. coli an die
Spermatozoen beobachtet worden. Diese Phanomene des Erregers waren in der
Vergangenheit schon von del Porto et al. (1975), Auroux et al. (1991) und Wolf et al.
(1993) beschrieben worden.

4.3.2 Diskussion der Ergebnisse der ersten Versuchsreihe mit Enterokokken

Die Ergebnisse der Motilitatsanalysen wahrend der ersten Versuchsreihe zeigten keinerlei
signifikante Motilitatsverluste sowohl in der Gesamtmotilitat (Motilitatsklasse a, b und c
nach WHO) als auch in der Progressivmotilitat (Motilitatsklasse a und b nach WHO) inner-
halb von 6 Stunden. Bei den Bewegungsmodalitaten war eine signifikante Abnahme der
linear progressiv motilen Spermatozoen gegenuber einer Zunahme der nicht-linear motilen
Spermatozoen im Verlauf von 6 Stunden zu beobachten. Die Kreislaufer blieben im Ver-
haltnis unverandert. Die Spermatozoengeschwindigkeiten haben im zeitlichen Verlauf
ebenfalls abgenommen unabhangig von der Bakterienkonzentration oder Kontrollprobe.
Dies entspricht weitestgehend auch den Beobachtungen von Makler et al. 1979, die
ebenfalls mittels ,multiple exposure photography” in der Mehrzahl der untersuchten Falle
einen schrittweisen Abfall der Spermatozoengeschwindigkeiten nach 4 Stunden verzeich-
neten. Des weiteren konnten sie einen Abfall der Motilitat um ca. 5 - 10 % pro Stunde
schon 1 Stunde post ejaculationem beobachten. Dies entsprach auch den hier
vorliegenden Beobachtungen und laf3t sich auf die Bewegungsmodalitaten Ubertragen. Es
entspricht zudem dem natlrlichen Verhalten von Spermatozoen, die selbstverstandlich
intraindividuell unterschiedlich sein kdnnen. Hierzu gibt es jedoch keine neueren Angaben
in der Literatur bezuglich der Veranderungen der einzelnen CASA-Parameter im zeitlichen
Zusammenhang.

Schirren und Zander fuhrten 1966 erstmals Inkubationsversuche Uber 24 Stunden mit
einem R-hamolysierenden Streptokokken-Stamm durch, der jedoch keinen Einflu auf die
Motilitat hatte. Es ist dabei anzumerken, dal® der Bakterienstamm nicht naher klassifiziert
war und uber die Bakterienkonzentrationen keine Angaben gemacht wurden. Deshalb sind
diese Untersuchungen schwer mit den jetzigen Ergebnissen vergleichbar, obwohl sie mit
den hier gemachten Beobachtungen ubereinstimmen. Bisson und Czyglick (1974)
hingegen hatten in in vitro Versuchen mit hohen Konzentrationen von Streptococcus

faecalis eine deutliche Motilitatsabnahme verzeichnet. Ferner fanden sie, dal} der
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Prozentsatz an eingerollten Spermatozoenschwanzen proportional zur hinzugeflgten
Bakterienkonzentration anstieg. Dies konnte in den Versuchen nicht festgestellt werden.
Im lichtmikroskopischen Bild war lediglich nach 4 Stunden eine beginnende Bakterien-
kettenbildung, wie sie fur die Streptokokkenarten typisch ist, feststellbar. Es fanden sich
jedoch keinerlei Bindungsphanomene von Bakterien und Spermatozoen oder eine
Zunahme eingerollter Schwanze. Makler et al. (1981) fuhrte einen in vitro Inkubations-
versuch mit verschiedenen Erregern, unter anderem Enterokokken, in einer Bakterien-
konzentration von 10" Keime/ml direkt nach Beimpfen des Ejakulates und 2 Stunden nach
Inkubation desselben bei 37 °C durch. Als Kontrolle diente eine Probe mit zusatzlicher
Antibiotikagabe zur Bakterienhemmung. Dabei konnte kein motilititshemmender Effekt
beobacht werden. Dies unterstutzt die hier aufgezeigten Ergebnisse, wobei anzumerken
ist, dal® nicht mit aufgearbeiteten Spermatozoensuspensionen gearbeitet wurde und die
Beobachtungen nur Gber einen kurzen Zeitraum stattfanden. Es ist die einzige Studie, die
ebenfalls die Motilitatsanalysen mit Hilfe der MEP durchfihrte (Makler 1980 a und b) und
somit abgesehen von dem unterschiedlichen Versuchsaufbau durchaus vergleichbare
Ergebnisse liefert. Es gibt noch zahlreiche in vivo Untersuchungen von Ejakulaten, die
eine haufige Besiedelung mit Enterokokken, zum Teil auch als Standortflora, nachweisen
(Schieferstein et al. 1986, Toth et al. 1981, Stone et al. 1986, Jaques et al. 1990). Schmidt
und Knoll (1987) konnten keinen signifikanten Unterschied in der Eindringtiefe von Sper-
matozoen in mit Enterokokken kontaminierten bovinen Mukus im modifizierten Kapillar-
Penetrationstest nach Kremer im Vergleich mit sterilem Mukus finden. Alle diese beschrie-
benen Studien, auller diejenige von Bisson und Czyglick (1974), unterstitzen die hier
erreichten Ergebnisse, dal® Enterokokken keinen Einflu auf die Motilitatsparameter haben
und somit fur die Fertilitat von untergeordneter Bedeutung sind. Aufgrund der hier darge-
legten Ergebnisse ist zu schlie3en, dal} bei einer asymptomatischen Bakteriospermie mit
Enterokokken gegebenenfalls auf eine antibiotische Therapie verzichtet werden kann,
zumal Enterokokken haufig antibiotikaresistent sind. Schieferstein et al. (1986) beschrie-
ben, dal} sich bakteriologische Befunde im Ejakulat auch ohne Therapie wesentlich und in
ahnlichem Umfang wie nach einer spezifischen Behandlung andern kdnnen. Entscheidend
sollte deshalb bei einer antibiotischen Behandlung die klinische Beschwerdesymptomatik

sein.

4.3.3 Diskussion der Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe mit Pseudomonas
aeruginosa
Bei der zweiten Versuchsreihe mit dem Erreger Pseudomonas aeruginosa zeigte sich ein

hochsignifikanter Motilitatsverlust sowohl in der Gesamtmotilitat als auch der Progressiv-
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motilitat im Verlauf von 6 Stunden Inkubation. Dies stimmt mit der Beobachtung Uberein,
dall die Spermatozoenmotilitdt auch natirlicherweise im Verlauf mehrerer Stunden
abnimmt (Makler et al. 1979), wie schon bei der Diskussion der ersten Versuchsreihe
ausfuhrlich dargestellt worden ist. Zwischen den einzelnen Bakterienkonzentrationen
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Beleuchtet man die Bakteri-
enkonzentrationen unter Berlcksichtigung der 6 Stunden Inkubationszeit, so erkennt man
eine signifikante Abnahme der Gesamt- und Progressivmotilitat, jedoch ist keine Bakteri-
enkonzentration eindeutig dafur verantwortlich zu machen. Wenn Uberhaupt ein negativer
Einflull von Pseudomonas aeruginosa auf die Motilitat interpretiert werden kénnte, dann
ware dies am deutlichsten im Vergleich der Probe A mit der Kontrolle E nach 6 Stunden
Inkubation. Vielleicht sind die statistischen Ergebnisse deshalb nicht so eindeutig, weil die
Erreger eine langere Inkubationszeit bendtigen. Die langere Inkubation ist jedoch nicht
sinnvoll, da es zu einer Kontamination der Probe im Verlauf der Messungen kommt und
die Ergebnisse somit nicht eindeutig bezuglich des Keimes zu interpretieren waren. Bei
den Bewegungsmodalitdten zeigte sich eine Verschiebung der linear progressiv motilen
Spermatozoen zugunsten der nicht-linear motilen Spermatozoen, was jedoch insgesamt
betrachtet vernachlassigbar ist. Die Geschwindigkeiten hatten ebenfalls innerhalb der Ver-
suchsreihe abgenommen. Da es aber nicht in Zusammenhang mit den unterschiedlichen
Bakterienkonzentrationen stand, sondern nur ein reiner Zeiteffekt war, kann dies ebenfalls
vernachlassigt werden.

In der Literatur wurde erstmals von Matthews und Buxton (1951) Anfang der 50er Jahre in
einer in vitro Studie neben anderen Erregern auch Uber Pseudomonas aeruginosa be-
richtet. Hierbei wurden aus Cervicalschleim Erreger isoliert, auch Pseudomonas
aeruginosa, und anschlief3end in vitro mit Ejakulat vermischt und Uber 6 Stunden bei 37°C
Inkubation beobachtet. Dabei konnte kein EinfluR von Pseudomonas auf die Spermato-
zoenmotilitdt nachgewiesen werden. Ebenfalls wurden auch keine Agglutination-
sphanomene beobachtet. Bei den Versuchen in dieser Arbeit waren unter dem Licht-
mikroskop auch keine Auffalligkeiten bezuglich Adhasion oder Agglutination feststellbar.
Wahrend der gesamten Versuchszeit waren die Pseudomonaden aufgrund ihrer Winzig-
keit schwer erkennbar. Erst nach sechs Stunden Inkubation waren diese als zahlreiche
kleinste bewegliche Punktchen zu sehen. Da wahrend der Motilitatsmessungen die
Erreger in der Makler®-Kammer nicht zu zahlen waren, wurden die Restproben teilweise
zur Uberpriifung von Bakterienwachstum in die Mikrobiologie' gebracht. Hierbei war
immer ein Pseudomonas aeruginosa-Wachstum nachweisbar. Die Bakterienkonzentration

wurde nicht genau ermittelt, da diese aufgrund der zu kleinen verbliebenen Restprobe

" Herzlichen Dank an Prof. Dr. med. H.-G. Schiefer
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nicht genau gewesen ware. Das Testen galt ausschlieBlich der Uberpriifung des
Pseudomonadenwachstums. Jaques et al. (1990) fanden in einer in vivo Studie keine
Unterschiede in der Spermaqualitat, insbesondere der Motilitat zwischen erreger-positiven
und -negativen Ejakulatkulturen. Darunter waren ebenfalls Pseudomonas-positive
Kulturen, die keinerlei Einfluly auf die Motilitatsparameter hatten. Es ist anzumerken, daf}
Pseudomonas bei dieser Studie nur in 0,8 % der Falle nachweisbar war und dies bei 100
Patienten mit positiver Ejakulatkultur sicherlich nicht als reprasentativ gelten kann.

Pseudomonas aeruginosa gilt als haufig verursachender Erreger der akuten und
chronischen Prostatitis, auch des Prostataabszesses, sowie als unspezifischer Erreger bei
der Epididymitis und Orchitis (Schiefer et al. 1994). Eine antibiotische Therapie sollte bei
signifikanter Bakteriospermie mit bestehenden klinischen Beschwerden bzw. Infertilitat
erfolgen, da ein eventueller EinfluR auf die Spermatozoenmotilitat im vorliegenden

Experiment nicht eindeutig ausgeschlossen werden konnte.

4.3.4 Diskussion der Ergebnisse der dritten Versuchsreihe mit Candida albicans und
Staphylococcus saprophyticus

In der vorliegenden Arbeit sollten auch Erreger getestet werden, die eventuell nach
Verlassen des mannlichen Genitaltraktes eine Beeintrachtigung der Spermatozoenmotilitat
und somit einen EinfluR auf die Fertilitdt nehmen konnten. In dieser Inkubationsreihe
wurden deshalb zwei verschiedene aus dem weiblichen Genitaltrakt isolierte Erreger
untersucht, zum einen Candida albicans und auf3erdem Staphylococcus saprophyticus,
die gemeinsam gegenuber einer Kontrollprobe verglichen wurden. Die Erreger werden im
folgenden getrennt voneinander besprochen.

Candida albicans zeigte nur eine geringe zeitabhangige Abnahme der Gesamtmotilitat,
jedoch ohne Unterschiede innerhalb der verschiedenen Konzentrationen, so dal} die
Gesamtmotilitat fast unverandert im Verlauf der Inkubation blieb. Bei der Progressiv-
motilitat verhielt es sich anders. Schon direkt nach der Inkubation zeigte sich in der hohen
Konzentration von 20 Mio. Candida/ml eine hochsignifikante Abnahme der Progressiv-
motilitat, die jedoch im Verlauf ohne zeitlichen Einflu3 blieb und au3erdem keine Abnahme
der Motilitdt insgesamt zu verzeichnen war. Tuttle et al. beschrieben 1977 in klinischen
Beobachtungen eine deutliche Abnahme der Spermatozoenmotilitat, wenn man frisches
Ejakulat und Candida albicans vermischte. Daraufhin fuhrten sie Experimente mit aus
Urinkulturen gewonnenen Candida albicans in Konzentrationen von 102 bis 10’
Erregern/ml durch. Es wurden von insgesamt 8 Personen jeweils 0,2 ml frischen unaufbe-
reiteten Ejakulates mit den verschiedenen Candida-Konzentrationen und zwei Kontroll-

proben (Kochsalzlosung sowie Rinderherzinfusionsbrihe mit Streptomycin und Penicillin,
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die zur Anzichtung der Candida benutzt wurde) vermischt, bei 37°C inkubiert und Motili-
tatsmessungen direkt nach Inkubation, 2 Stunden und 4 Stunden spater durchgefuhrt.
Gleich nach dem Ansetzen der Proben zeigte sich erst eine signifikante Motilitats-
verminderung in Konzentrationen ab 10* Candida/ml, die sich bei einer Konzentration von
10" in einer vélligen ,Lokalbeweglichkeit* nur mit Schwanzvibrationen duRerte. Dies setzte
sich in der Messung nach 2 und 4 Stunden in den anderen niedrigeren Ausgangs-
konzentrationen fort. Bei den Versuchen von Tuttle et al. (1977) wurden die
Motilitatsmessungen nach der Motilitdtsskala von Emmens (Emmens 1947)
vorgenommen, die die Motilitat in 0,5-er Schritten von 0 mit keiner Motilitatsaktivitat bis 4
mit vollstandiger Motilitatsaktivitat einteilt. Die hier vorliegenden Ergebnisse sind daher
nicht unmittelbar mit denen von Tuttle et al. (1977) vergleichbar. Bei den Versuchen war in
den Bewegungsmodalitaten eine signifikante Abnahme wahrend der 6 Stunden Inkubation
feststellbar, jedoch kdnnen die Unterschiede zwischen den einzelnen Erreger-
konzentration vernachlassigt werden. Die Geschwindigkeiten zeigten schon zu Beginn der
Inkubation eine signifikante Abnahme innerhalb der verschiedenen Erreger-
konzentrationen. Dies unterstutzt die Beobachtung der deutlichen Progressivmotilitats-
verminderung bei der Erregerkonzentration von 20 Mio./ml direkt nach dem Erregerzusatz
in die Spermatozoensuspension. Zu den Bewegungsmodalitaten und Geschwindigkeits-
veranderungen der hier dargestellten Versuche konnten keine vergleichbaren Versuche in
der Literatur gefunden werden.

Tuttle et al. (1977) konnten bei ihren Tests mit Candida albicans ein Phanomen der Sper-
matozoenagglutination bei Konzentrationen ab 10* Errregern/ml zuerst nach 2 Stunden
und noch deutlicher nach 4 Stunden Inkubation beobachten. Des weiteren stellten sie in
den Proben mit 10° und 10" Candida/ml direkt nach der Inkubation eine Art Ausflocken der
Proben mit anschlieBender granuléser, viskdser und klebriger Veranderung der
Konsistenz der Speramatozoensuspension fest. In dieser Arbeit konnten die
Beobachtungen von Tuttle et al. (1977) nicht bestatigt werden. Wahrend der gesamten
Inkubationszeit konnten keine echten Agglutinationen oder Adhasionen von Candida-
Partikeln und Spermatozoen verzeichnet werden. Es schien vielmehr, dal3 die Candida-
Partikel aufgrund ihres deutlichen GréRenunterschiedes gegenuber den Spermatozoen ein
mechanisches Hindernis darstellten. Dies wirde die Beobachtung, dal} gleich zu Beginn
der Untersuchungen die Progressivmotilitat deutlich in der hohen Konzentration von 20
Mio./ml herabgesetzt war, nicht jedoch die Gesamtmotilitat, erklaren kdnnten. Zusatzlich
ist anzumerken, dal} in den Versuchen eine Inkubationszeit Uber 6 Stunden vorlag und
ebenfalls mit einer gereinigten Spermatozoensuspension gearbeitet wurde im Gegensatz

zu Tuttle et al. (1977) und somit weitestgehend keine beeinflussenden Faktoren aus dem



71

Nativejakulat zum Tragen kamen, was man fiur die Versuche von Tuttle et al. nicht aus-
schlielen kann, z. B. Enzymreaktionen und Antigen-Antikdrper-Reaktion (Teague et al.
1971), Antiagglutinin (Amelar et al. 1975). Eine frihe in vitro Studie von Matthews und
Buxton (1951) beschreibt ebenfalls die Agglutination von Spermatozoen, wenn man
Cervicalschleim, der mit Candida albicans versetzt ist, in vitro Ejakulatproben zusetzt.

Die Candidosen zahlen zu den durch Geschlechtsverkehr Ubertragenen Erkrankungen
und kommen in ca. 21 % der vaginalen Infektionen vor (Hoyme 1994). Tuttle et al. (1977)
postulierten, wie schon zuvor dargestellt, dal3 bei Candida albicans, der universell bei
vaginalen Kontaminationen vorkommt, eine Motilitdtsminderung und Agglutination von
Spermatozoen auftritt und ursachlich die Fertilitdt herabsetzen kann. Aus den in dieser
Dissertation dargestellten Ergebnissen laldt sich nur schluf3folgern, dal® sehr hohe Candida
albicans-Konzentrationen, die in vivo so nicht erreichbar sind, eventnuell eine herabge-
setzte Fertilitdt zur Folge haben kdnnten. Hypothetisch kénnte man sich eher in der
Vagina eine Candidose als eine mechanische Barriere aufgrund des sich ausbildenden
Mycels, das wie ein ,Fangnetz® wirken konnte, vorstellen. Eine asymptomatische
Candidose der Frau, zumindest aulRerhalb der Schwangerschaft, muf® nicht therapiert
werden (Hoyme 1994). Das gleiche wird fir den Mann (Hoyme 1994) beschrieben und nur
auf die Einhaltung der Ublichen HygienemaflRnahmen hingewiesen. Aufgrund der Ergeb-
nisse dieser Arbeit erscheint eine Therapie einer asymptomatischen Candidose nicht

erforderlich.

Der zweite getestete Erreger, Staphylococcus saprophyticus, zeigte in hohen nichtphysio-
logischen Konzentrationen sowohl in der Gesamtmotilitat als auch der Progressivmotilitat
keinen Einflu. Das gleiche galt fir die Bewegungsmodalitdten und fur die Spermatozoen-
geschwindigkeiten im gesamten Verlauf der 6 Stunden Inkubationszeit. Dieser Erreger
gehort zu der Standortflora des Urogenitaltraktes sowohl der Frau als auch des Mannes
und wurde friher als vollig apathogener Erreger angesehen. Heute weild man, dal} bei
jungen Frauen dieser Keim in ca. 10 - 20 % fUr eine akute Harnwegsinfektion verantwort-
lich ist (Kayser et al. 1993). Diese Bedeutung des Erregers bei jungen Frauen wird ebenso
von Carson et al. (1982) beschrieben. Ferner hatte diese Arbeitsgruppe (Carson et al.
1982) bei Untersuchungen an 27 Patienten mit Prostatitisbeschwerden mittels 4-
Glaserprobe, welche nach Meares und Stamey (Meares und Stamey 1968) durchgeflihrt
wurde, eine Bedeutung von Staphylococcus saprophyticus bei der bakteriellen Prostatitis
herausgefunden. Jedoch gibt es in der Literatur keine vergleichbare Arbeit, die den Einflul}
von Staphylococcus saprophyticus auf die Spermatozoenmotilitat darstellt. Matthews und
Buxton beschrieben 1951 in einer in vitro Studie, die hier schon mehrfach zitiert wurde,

dall hamolysierende und nichthamolysierende Staphylokokken keinen Einflul auf die
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Motilitatsparameter haben. Die Staphylokokken werden in dieser Arbeit jedoch nicht naher
unterteilt. In dieser hier vorgestellten Dissertationsarbeit konnte kein negativer Effekt auf
die Spermatozoenmotilitat festgestellt werden, so dald dieser Erreger als ungefahrlich fur
die Fertilitat angesehen werden kann. Aufgrund dieser Ergebnisse und dem Wissen, dal}
dieser Keim oftmals eine Resistenz gegen viele Antibiotika aufweist (Kayser et al. 1993)
sollte nur bei einem symptomatischen Infekt antibiogrammgerecht therapiert werden.
Carson et al. (1982) empfehlen bei einem symptomatischen Patienten bei einem
Nachweis von Staphylococcus saprophyticus auch die antibiotische Therapie des Sexual-

partners.

4.3.5 Diskussion der Ergebnisse der vierten Versuchsreihe mit B-hamolysierenden
Streptokokken der Gruppe B
In diesem letzten Experiment mit 3-hamolysierenden Streptokokken der Gruppe B konnte
im Verlauf von 6 Stunden Inkubation eine hochsignifikante Abnahme der Gesamt- und
Progressivmotilitat festgestellt werden. Dies zeigte sich besonders deutlich nach 6
Stunden Inkubation in der hochsten initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio./ml. Bei den
Bewegungsmodalitaten wurde ebenfalls eine hochsignifikante Abnahme der linear
progressiv motilen und nicht-linear progressiv motilen Spermatozoen im Verlauf von 6
Stunden beobachtet, wobei dies wiederum in den beiden hochsten Konzentrationen A und
B am deutlichsten nach 6 Stunden zu sehen war. Das Verhaltnis von linear progressiv
motilen verschob sich zugunsten der nicht-linear progressiv motilen Spermatozoen. Die
Kreislaufer blieben im Verlauf des gesamten Versuches unverandert. Bei den
Geschwindigkeiten verhielt es sich genauso wie bei den Bewegungsmodalitaten. Es war
der konzentrationsabhangige Geschwindigkeitsverlust zu verzeichnen, der sich am aus-
gepragtesten in der 6-Stunden-Messung darstellte. Matthews und Buxton (1951) be-
schrieben flir hamolysierende Streptokokken eine ,spermizide“ Wirkung. Sie verwendeten
isolierte Streptokokken der verschiedenen Serotypen A, B, C, D und G, die jeweils aus
den Cervicalabstrichen von Frauen aus der Sterilitatssprechstunde isoliert wurden. Es
wurden keine genauen Angaben uber die Anzahl der verschiedenen verwendeten
Serotypen gemacht und in welcher Bakterienkonzentration diese verwendet wurden. Bei
diesen Versuchen wurde eine initiale Motilitatszunahme beobachtet, die jedoch schnell
gefolgt war von einer kompletten Spermienimmobilisation bzw. ,Spermienmortalitat®. Die
Beobachtungen dieser Versuche sind schwer mit den Ergebnissen dieser Dissertations-
arbeit zu vergleichen, da nur sehr ungenaue Angaben Uber die Bakterienspezies gemacht
wurden. Interessant war, dald Versuche mit Streptokokkenfiltraten keinen Einflu auf die

Spermatozoenmotilitat hatten. Buxton et al. (1954) berichteten in einer erweiterten Studie,
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dal® der spermizide Effekt von verschiedenen Streptokokkenarten erst nach einer sehr
langen Latenzzeit auftreten wirde und ihre Bedeutung daher fragwdirdig erschiene.
Wahrend des gesamten Inkubationsversuches mit R-hamolysierenden Streptokokken
zeigten sich lichtmikroskopisch keinerlei Auffalligkeiten bezuglich einer Agglutination von
Spermatozoen oder Adhasion von Bakterien, die den Motilitatsverlust erklaren kdnnten. Es
konnte daher ein anderer immobilisierender Faktor, z. B. ein von den Bakterien gebildetes
Endotoxin fur den Motilitatsverlust verantwortlich sein. Von Paulson und Polakoski wurde
1977 fuar E. coli ein ,Spermatozoen immobilisierenden Faktor® (,spermatozoal
immobilisation factor®, abgekurzt SIF) beschrieben. Dieser SIF war in der Lage humane
Spermatozoen reversibel zu immobilisieren und war kleiner als 500 Dalton. Dieser
isolierte, hitzestabile Faktor fuhrte nicht zu einer Avitalisierung der Spermatozoen und war
nicht identisch mit dem E. coli-Endotoxin, welches sie ebenfalls testeten und das keinen
Einflul auf die Motilitdt hatte. Diese Fragestellung wurde von anderen Arbeitsgruppen
nicht wieder aufgenommen. Da die Aufgabenstellung dieser Arbeit sich ausschlie3lich mit
den Motilitatsanalysen beschaftigte, wurden keine weiteren Untersuchungen bezlglich
eines |6slichen immobilisierenden Faktors eingeleitet, da diese den Rahmen dieser Arbeit
bei weitem Uberschritten hatten. Die hohen Bakterienkonzentrationen, wie sie in diesen
Versuchsreihen zum Teil verwendet wurden, kommen in vivo so nicht vor, so dal} der
eindrucksvolle Motilitatsverlust in der hochsten initialen Bakterienkonzentration von 2
Mio./ml nach 6 Stunden Inkubation fur die Therapie einer Infektion vernachlassigbar ist. In
den initial niedrigeren Konzentrationen von 2.000 bzw. 20.000 Keime/ml, wie sie in vivo
erreichbar sind zeigte sich zwar ebenfalls eine Motilitdtsabnahme, die jedoch im zeitlichen
Verlauf zu sehen ist, wie auch schon Makler (1979) beschrieben hatte.

R-hamolysierenden Streptokokken der Gruppe B gehdren zum einen zur fakultativen
Standortflora in Ejakulat und Urin (Schieferstein et al. 1986). Zum anderen kdnnen sie
auch sexuell bei einer Balanitis Ubertragen werden (Schiefer et al. 1994) oder als Erreger
einer Harnwegsinfektion auftreten. Aufgrund der hier dargestellten Ergebnisse sollte bei
einer symptomatischen Infektion des Urogenitaltraktes eine antibiotische Therapie in
Erwagung gezogen werden, da ein motilitatshemmender Effekt dieser Erreger definitiv
nachgewiesen wurde, wenn auch in niedrigeren Konzentrationen weniger deutlich. Bei
einer asymptomatischen Kontamination ist eine antibiotische Therapie nicht unbedingt

notwendig.
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4.4 Zusammenfassung und SchlufRfolgerung

Zusammenfassend 4Rt sich feststellen, dall Enterokokken und Staphylococcus
saprophyticus keinen wesentlichen Einflud auf die Spermatozoenmotilitatsparameter
haben, so dal bei asymptomatischem Nachweis dieser Keime im Ejakulat eher von einer
Kontamination ausgegangen werden kann. Bei klinisch manifesten Symptomen sollte
jedoch eine antibiogrammgerechte Therapie angestrebt werden. Als relevante Keime fur
die mannliche Subfertilitat sind diese Erreger sicherlich von untergeordneter Rolle.

Die Rolle von Pseudomonas aeruginosa und deren Einfluf® auf die Motilitdtsparameter und
somit auf die mannliche Fertilitat konnte nicht eindeutig geklart werden. Es laldt sich aus
unseren Experimenten zurlickhaltend ableiten, dal} ein Motilitatsverlust von Pseudomonas
aeruginosa in sehr hohen Konzentrationen und nach einer Inkubationszeit von mehr als 6
Stunden auftreten kann. Deshalb ware bei signifikanter asymptomatischer Bakterio-
spermie mit diesem Erreger sicherlich auch schon eine antibiogrammgerechte Therapie in
Betracht zu ziehen.

Des weiteren konnte in dieser Arbeit der motilitatshemmende Effekt von Candida albicans,
wie schon von Tuttle et al. (1977) nachgewiesen, bestatigt werden. Die klinische Relevanz
kann jedoch abschlief3end nicht eindeutig festgelegt werden, da die Motilitdtsminderung
nur in initial sehr hohen Konzentrationen von 20 Mio. Erregern/ml, wie sie in vivo nicht
erreichbar sind, stattfand. Agglutinationsphanomene, wie sie Tuttle et al. (1977)
beschrieben, konnten nicht beobachtet werden. Kritisch anzumerken ist, da® nach den
Versuchsbeobachtungen die Candida-Partikel in hohen Konzentrationen wie eine mecha-
nische Barriere zu fungieren scheinen. Eine asymptomatische Candidose hat vermutlich
keinen Einfluld auf die Fertilitat und muf’ nicht unbedingt therapiert werden.

Bei den Versuchen mit den R-hamolysierenden Streptokokken zeigte sich eine deutliche
Verschlechterung der Motilitatsparameter, die besonders eindrucksvoll in der hdchsten
initialen Bakterienkonzentration von 2 Mio. Keimen/ml nach 6 Stunden Inkubation war.
Morphologische Veranderungen, die dafir verantwortlich gemacht werden kdnnten, wie
z.B. Agglutination und Adhasion der Bakterien, konnten nicht beobachtet werden. Das
Vorhandensein eines Enterotoxins, das die Immobilisierung der Spermatozoen zur Folge
hatte, ist zu diskutieren. Somit sollte auch eine signifikante Bakteriospermie,
gegebenenfalls auch wenn sie asymptomatisch verlauft, antibiotisch therapiert werden.

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Versuche konnten aufzeigen, dal} ein
negativer Einflul von verschiedenen Erregern auf die Spermatozoenmotilitat erreger-,

konzentrations- und zeitabhangig ist und nicht einheitlich beurteilt werden kann.
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4.5 Summary
Enterococcus and Staphylococcus saprophyticus indicate no significant influence on
sperm motility parameters. Therefore it can be concluded, that if an asymptomatic proof of
these bacteria is given, it is more likely to be a contamination. If a patient has clinical
symptoms an antibiotic therapy should be undertaken. These bacteria are probably
secondary as relevant pathologic germs in male subfertility.
The role of Pseudomonas aeruginosa and its influence on sperm motility parameters could
not be clarified. The effect on sperm motility parameters can be seen only in high
concentrations of Pseudomonas aeruginosa after more than 6 hours of incubation.
Therefore an antibiotic therapy is useful in patients with a significant, although
asymptomatic bacteriospermia.
A significant inhibitory effect of Candida albicans on sperm motility parameters, like Tuttle
et al. (1977) investigated before, could be confirmed. The clinical relevance can not be
clearly established, because a significant decrease in motility was only detected in the
samples with a very high initial concentration of 20 Mill. germs/ml, which is not found in
vivo. The phenomenon of agglutination of spermatozoa, as before detected by Tuttle et al.
(1977), could not be confirmed. It has to be mentioned critically, that the Candida particles
in high concentrations seemed to loom large compared to the spermatozoa and seemed to
function as a mechanical barrier. An asymptomatic candidiasis has probably no influence
on fertility and needs not to be treated absolutely.
In the experiments with 3-haemolytic streptococci group B a clear decrease of motility
parameters could be investigated. This was particularly impressive in the highest initial
bacterial concentration of 2 Mill. germs/ml after 6 hours of incubation. Morphological
correlations, such as agglutination or adhesion of the bacteria could not be detected. The
existing of an enterotoxin as a factor of immobilization for the spermatozoa has to be
discussed. Therefore a significant, even clinical asymptomatic bacteriospermia should be
treated antibiotically.
In conclusion, the data underline that a negative influence on sperm motility is always
dependent on the different types of individual microorganisms. Concentrations and time of

growth are also of great importance.
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6.1 Software-Einstellung des Mika-Motion-Analysers

Anzahl der Bilder
Mindestbildanzahl

Vielfache der Bildgrundfrequenz
Minimale Flache des Objektes
Maximale Flache des Objektes
Schwellenwert flr Objekte
Objekte

Geschwindigkeitsklassenbreite

32

15

1

20 pixel
300 pixel
159

Hell

5 um/s

Geschwindigkeitsgrenze fur unbewegliche5 pm/s

Objekte (immotile)

Geschwindigkeitsgrenze fur lokal bewegliche20 pm/s

Objekte (lok. motile)
Tiefe der Kammer
Verdunnung 1/(n)
Temperatur der Probe
Eichungsfaktor
Korrektur

Richtung
Zeilensprung 3
Anzahl der Relaxationen
Pause

Tukeyfenster

Maximaler Radius

10 ym/s
1,0
37°C
408

Ein

Ein

Distanz 31 pixel

7
2
6
30 pym/s

Minimale Flache der unbeweglichen Objekte 25 pixel

Maximale Flache der unbeweglichen Objekte 100 pixel
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