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1 Einleitung und Fragestellung

Die kiinstliche Besamung (KB) ist eines der altesten Verfahren der Reproduktionsmedi-
zin. Auch wenn ihre Wurzeln deutlich weiter zurtickreichen, so gewann die KB jedoch
erst nach dem zweiten Weltkrieg insbesondere zur Bekdmpfung von Deckseuchen an
Bedeutung. Zusammen mit weiteren Vorteilen, wie der orts- und zeitunabhangigen Ver-
paarung ausgewahlter Zuchttiere, konnten grofie ziichterische Fortschritte erreicht
werden, weshalb die KB vor allem bei Nutztieren eine fest in die alltdgliche Praxis etab-

lierte Technik darstellt.

In den letzten 30 Jahren gewann die KB auch in der Hundezucht an Bedeutung. Generell
kommen Frischsperma, kiihl- und kryokonserviertes Sperma (TG-Sperma) zum Einsatz.
Frischsperma kommt ohne weitere Bearbeitung aus, ist dadurch allerdings auch in der
Lagerfahigkeit stark eingeschrankt, wahrend kryokonserviertes Sperma nahezu unbe-
grenzt haltbar ist. Kiihlkonserviertes Sperma bietet im Vergleich zum TG-Sperma zahl-
reiche Vorteile, wie einfache Handhabung, Transport und Insemination. Weitere Vorteile
dieses Verfahrens sind die sehr guten Konzeptionsraten und die geringe erforderliche
Grundausstattung zur Herstellung und Insemination. In der Praxis steigt die Nachfrage
nach kiihlkonserviertem Sperma stetig an. Der Nachteil der Methode liegt jedoch in der
begrenzten Lagerfahigkeit der Spermien. Obgleich Lagerungsdauern von 10 Tagen und
langer mit akzeptabler Spermaqualitidt beschrieben wurden, ist ein Versamen nach zwei
bis drei Tagen tblich. Gréfiere Studien, die die Dauer der Befruchtungsfahigkeit des

Spermas bei langerer Lagerung darlegen, liegen nicht vor.

Die Samengewinnung beim Riiden ist kein steriles Verfahren, so dass generell ein hohes
Risiko einer Kontamination des Spermas mit verschiedenen Bakterien besteht. Des Wei-
teren konnte bereits beim Menschen und anderen Spezies eine Beeintrachtigung der
Samenqualitdt und der Lagerfahigkeit durch Keime wie E. coli nachgewiesen werden.
Die Rolle von Bakterien auf die Spermaqualitdt im Riidenejakulat konnte bisher nicht
eindeutig geklart werden. Um dieses potentielle Risiko einer Qualitdtsreduktion zu ver-
ringern, werden Fliissigverdiinner fiir die Konservierung von Sperma meist mit einem
Antibiotikum versetzt. Ein in kommerziell erhéltlichen Verdiinnern haufig verwendetes
Antibiotikum ist Gentamicin. Genaue Daten iiber den Einfluss eines Antibiotikums oder

von Bakterien auf die Qualitdt von caninem Sperma stehen jedoch noch aus.
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Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von Gentamicin auf fliissigkonserviertes Rii-
densperma sowie bakterielles Wachstum in demselben zu kliaren. Dabei sollte darauf
eingegangen werden, inwiefern Gentamicin auf die Spermien einwirkt und wie effektiv
es bakterielles Wachstum, im Speziellen von E. coli var. haem., unterbinden kann. Des
Weiteren sollte auch der Einfluss von E. coli var. haem. auf die Samenqualitat beim Hund

naher geklart werden.

Um diese Fragestellungen zu beantworten, wurden mittels Splitsample-Verfahren ge-
poolte Ejakulate mit dem kommerziell erhaltlichen CaniPlus Chill® Verdiinner (VD) ver-
setzt. Dem VD waren drei verschiedene Konzentrationen an Gentamicin zugesetzt. Als
hochste Dosis wurden 200 mg/1 Gentamicin (VD 4) festgelegt. Die iibrigen VD enthielten
100 mg/1 (VD 3) und 20 mg/1 (VD 2) Gentamicin. Zudem kam eine Charge ohne Antibio-
tikum (VD 0) zum Einsatz, die als Negativkontrolle diente. Zu jedem der vier VD wurden
zusatzlich noch zwei E. coli var. haem. Konzentrate (BK 1 und BK 2) inokuliert. Eine Pro-
be ohne Keimzusatz (BK 0) mit den verschiedenen Gentamicinkonzentrationen diente
als Negativ-Kontrolle. Die Untersuchung umfasste dabei sowohl eine spermatologische
Analyse als auch eine bakteriologische Bewertung der einzelnen Testansatze liber die
Dauer von vier Tagen bei einer kontinuierlichen Lagerung bei 4 °C. Dies ermoglichte ei-
ne Verlaufsbeurteilung von verschiedenen Sperma-Qualitatsparametern sowie die Beur-
teilung der zugegebenen Keimzahl im Hinblick auf die Gentamicin- und E. coli var. haem.

Konzentration.



2 Literatur

2.1 Kiinstliche Besamung in der Hundezucht

Auch wenn die erste KB bei einem Hund bereits 1788 erfolgreich von Lazaro Spalanzani
durchgefiihrt wurde, so gewann diese Methode vorwiegend bei anderen Spezies, wie
Rind, Schaf und Schwein an Bedeutung (Pefa et al., 2006; Pesch et al., 2007). Ein Grof3-
teil der Hiindinnen in der Zucht wird noch immer durch die Kopulation mit einem Riiden
gedeckt (Jeschke, 2008). Jedoch ist das Interesse der Hundeziichter an der KB weltweit
stark gewachsen (Thomassen und Farstad, 2009; C. Linde Forsberg, 2010). Die Griinde
hierfiir liegen zum einen in den mittlerweile sehr guten Erfolgsraten durch ein besseres
Verstandnis der Reproduktionsphysiologie der Hiindin und besserer Technik, zum an-
deren kénnen durch die Verwendung der KB den Hunden lange, kostspielige Reisen und
Quarantaneaufenthalte erspart bleiben. Auch Hunde mit erworbener Deckunfihigkeit
(impotentia coeundi) konnen so noch zur Zucht verwendet werden und das Risiko der
Ubertragung von Krankheiten und Genitalinfektionen wird minimiert. Durch Kryokon-
servierung ist eine sehr lange Lagerung der Spermien moglich, was den Aufbau von Sa-
menbanken fiir besonders gute Zuchttiere und seltene Rassen erméglicht hat. Des Wei-
teren konnen aus einem Ejakulat mehrere Besamungsportionen hergestellt werden. Es
besteht die Moglichkeit leicht unterschiedliche Saisonalititen und verhaltensbedinge
Griinde auszugleichen und durch die Untersuchung des Ejakulates ungeeignete Vater-
zuchttiere schneller auszuselektieren (Pesch et al., 2007; England und Millar, 2008;
Thomassen und Farstad, 2009; Linde Forsberg, 2010).

Aktuell liegt die Zahl der Ziichter, die die KB zur Zucht bereits eingesetzt haben bei, circa
12 % (Jeschke, 2008). Der tatsdchliche, prozentuale Anteil der mittels KB besamten
Hunde umfasst entsprechend weniger mit lediglich 0,6 % der Besamungen pro Ziichter
insgesamt. Speziell in Deutschland ist die Durchfiihrung mit 83 % noch zum Grof3teil in
der Hand des Tierarztes. In den USA ist lediglich die Herstellung und Verwendung von
Tiefgefriersperma Tierdrzten vorbehalten. In anderen Landern obliegt die KB ganz dem
Veterinarwesen. In Europa liegt der Schwerpunkt mit 50 - 55 % dabei auf der Nutzung
von Frischsperma. Tiefgefriersperma kam in 35 - 40 % der Falle zum Einsatz. Rund 10 %
der Hiindinnen wurden mit fliissigkonserviertem Sperma besamt (Linde Forsberg,

2010). Nach einer Umfrage dominiert in Deutschland die Verwendung von frisch- bzw.
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fliissigkonserviertem Sperma mit fast 91 %. Lediglich 9 % verwenden Tiefgefriersperma

(Jeschke, 2008).

Die Erfolgsraten der KB sind von verschiedenen Faktoren abhédngig. Eine wichtige Rolle
dabei spielt der Status der Hiindin. Da die Uberlebenszeit der Spermien, insbesondere
nach Kryokonservierung, stark herabgesetzt wird - im Durchschnitt auf unter 24 h - ist
eine genaue zeitliche Abstimmung wichtig (Pesch et al,, 2007; Linde Forsberg, 2010).
Zusatzlich steigt die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Trachtigkeit durch Mehr-
fachbesamung. In der Regel betragt der Abstand zwischen den KBs einen Tag, seltener
wenige Tage (Busch und Waberski, 2007; England und Millar, 2008; Linde Forsberg,
2010). Als Anhaltspunkt fiir den Besamungszeitpunkt wird haufig neben der Vaginalzy-
tologie die ansteigende LH-Plasmakonzentration oder der etwas ungenauere und tagli-
chen Schwankungen unterliegende Plasma-Progesteronwert herangezogen. Idealer-
weise sollte die Besamung zwei bis fiinf Tage nach der Ovulation und dem Anstieg der
LH Konzentration und bei einem Progesteronwert von 10 - 20 ng/ml erfolgen (Wright,

1991; Linde Forsberg, 2010).

Ein weiterer Einflussfaktor ist der Ort der Samendeponierung. Man unterscheidet zwi-
schen intravaginaler, transzervikaler-intrauteriner, tief intrauteriner und chirurgisch
intrauteriner Besamung (Pesch et al., 2007) mit steigender Effizienz, desto weiter crani-
al man die Spermaportion platzieren kann (England und Millar, 2008; Thomassen und
Farstad, 2009; Linde Forsberg, 2010). Untersuchungen ergaben deutliche Unterschiede
sowohl in der Trachtigkeitsrate, als auch in der Wurfgrofde wie in Tab. 1 dargestellt.
Durch eine Positionierung der Samenportion im Uterus anstatt intravaginal kann die
Konzenptionsrate bei frisch- und fliissigkonserviertem Sperma um 36 % und bei Tiefge-

friersperma um 50 % gesteigert werden (Rota et al., 1999a; Linde Forsberg, 2010).



Tabelle 1: Darstellung der Trachtigkeitsraten und Wurfgroéféen bei unterschiedli-
chen Spermaarten gekoppelt mit unterschiedlichen Ort der Samende-

ponierung (Linde Forsberg, 2010)

Trachtigkeitsrate | Wurfgrofde

[Welpen]
Natiirliche Paarung 82,9 % 6,5+0,35
Frischsperma
Intravaginal 47,7 % 6,5+0,19
Intrauterin 62,0 % 6,4+0,43
Flissigkonserviertes Sperma
Intravaginal 45,4 % 6,4+0,31
Intrauterin 65,0 % 6,5+0,71
Tiefgefriersperma
Intravaginal 36,7 % 2,9+1,09
Intrauterin 55,5 % 5,2+0,32

Die Besamungsdosis hdangt neben der Lokalisation der Samendeponierung auch maf3-
geblich von der Qualitit des verwendeten Spermas ab. Empfohlen werden 150 -
200x 106 Spermien pro Besamung (Linde Forsberg, 1995; Pefia et al., 2006; Pesch et al.,
2007). Es wurden jedoch auch Trachtigkeiten beschrieben, bei denen lediglich 20x 10
Spermien in die Uterushornspitze verbracht wurden. So scheint bei kryokonserviertem
Sperma eine vaginale Insemination zehnmal so viele Spermien fiir eine gleiche Befruch-
tungsrate zu benotigen wie eine intrauterine (Tsutsui et al., 1989; Linde Forsberg et al,,
1999). Die Gesamtmotilitat des zu verarbeitenden Frischspermas sollte einen Richtwert
von 70 % nicht unterschreiten. Die primaren und sekundiren Spermienverdanderungen
sollten unabhangig von der Konservierungsmethode unter 40 % liegen. Werden diese
Werte Uberschritten, so kann durch eine Erhéhung der Gesamtspermienzahl versucht
werden, die Defizite zu kompensieren (Mickelsen et al., 1993; Pesch et al., 2007; Linde
Forsberg, 2010). Das empfohlene Besamungsvolumen ist fiir die einzelnen Rassen un-
terschiedlich. Genaue Richtwerte wurden zwar noch nicht veroffentlicht, es sollten je-
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doch aufgrund des relativ geringen Fassungsvermogens des Uterus 1 - 3 ml bei der in-
trauterinen und 3 - 5 ml bei der intravaginalen Besamung nicht tiberschritten werden

(Pefia et al,, 2006; Linde Forsberg, 2010).

Wie oben aufgezahlt sind derzeit 4 verschiedene Techniken der Sameniibertragung gan-
gig und werden fiir die KB eingesetzt. Die einfachste Methode ist die intravaginale Be-
samung, bei der jedoch noch eine relativ hohe Beweglichkeit der Spermien (Rijsselaere
und van Soom, 2010), wie bei frisch- oder kiihlkonserviertem Sperma i.d.R. vorhanden,
vorhanden sein sollte (Rota et al., 1999a; Pesch et al., 2007; Thomassen und Farstad,
2009). Eine Plastikpipette oder Osiris-Pipette wird in die dorsale Vulvakommissur ein-
gefiihrt und weiter erst craniodorsal, spater horizontal bis zum caudalen Ende der Zer-
vix vorgeschoben (Rijsselaere und van Soom, 2010). Der Ballon der Osiris-Pipette wird
aufgeblasen und verbleibt circa 10 min in der Vagina, um den Bulbus des Penis zu imi-
tieren und Kontraktionen zu stimulieren. Um ein Zuriicklaufen des Spermas zu vermei-
den, wird das Ejakulat langsam abgegeben und danach der Hund an der Hinterhand fiir
mehrere Minuten im Winkel von 45 - 60° angehoben (Pesch et al., 2007; Rijsselaere und
van Soom, 2010). Eine Studie von Pinto et al. zeigt jedoch keinen Vorteil von einer An-

hebedauer langer als einer Minute (Pinto et al., 1998).

Die Durchfiihrung der transzervikalen-intrauterinen Besamung stellt die nachste Stufe
der KB dar. Durch die so bereits umgangene Zervixpassage sind bessere Besamungser-
gebnisse zu erzielen (Andersen, 1975; Nizanski, 2005). Allerdings ist die Technik auch
schwieriger zu erlernen (Watts et al., 1996). Durch die nicht invasive Technik kann, im
Vergleich zur laparotomischen oder laperoskopischen Sameniibertragung (Silva et al,,
1995), die Hiindin hier zumeist ohne Anasthesie verbleiben (Wilson, 2001). Prinzipiell
bestehen zwei Moglichkeiten die Zervix zu passieren: mittels Metallkatheter (Norwegi-
scher Katheter) oder endoskopisch (Linde Forsberg, 2010). Letztere erfreut sich durch
sehr gute Akzeptanz beim Besitzer, geringe Risiken und gute Erfolgsquoten wachsender
Beliebtheit, auch wenn die Anschaffungskosten vergleichsweise hoch sind (Wilson,
1992). Das Endoskop wird in die Vagina eingefiihrt, die Zervix dargestellt, ein Blasenka-
theter unter Sichtkontrolle durch den Gebarmutterhals geschoben und dann die Besa-
mungsdosis abgegeben (Wilson, 2003; Rijsselaere und van Soom, 2010). Bei Komplika-
tionen oder Schwierigkeiten, wie schlechte Sicht durch das Vorhandensein von viel

Mukus in der Vagina oder Erstlingshiindinnen kann auf eine tief intravaginale Besamung
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zuriickgegriffen werden (Pesch et al., 2007). Die skandinavische Technik, bei der ein
dafiir entworfener Metallkatheter durch die Zervix geschoben wird, wurde urspriinglich
zur KB von Fiichsen entwickelt (Andersen, 1975; Thomassen und Farstad, 2009). Zuerst
wird die Zervix durch die Bauchwand palpiert und fixiert, der Norwegische Katheter
hindurch gefadelt und schliefdlich das Ejakulat platziert. Die Technik erfordert lange
Einarbeitungszeiten, funktioniert dann jedoch meist schnell und gut (Linde Forsberg,
2010). Komplikationen stellen unruhige und adipose Tiere dar, bei denen die Palpation

nur schwer durchzufiihren ist (Wilson, 1992).

Flr die intrauterine Insemination durch eine Laparotomie muss die Hiindin in Narkose
gelegt werden. Mit einem kleinen Schnitt von etwa 5cm in der Linea alba wird das Ab-
domen erdffnet und die Gebarmutter vorgelagert. Die aufgetauten Spermien werden
direkt mit einer feinen Injektionsnadel in den Uterus injiziert (Rijsselaere und van Soom,
2010). In Landern wie den USA, Kanada und Grofdbritannien sowie auch in der Zucht
von Greyhounds, wird dieses Verfahren regelmafdig durchgefiithrt (Linde Forsberg,
2010; Rijsselaere und van Soom, 2010). Auch wenn diese Technik sehr gute Geburtsra-
ten liefert (bis zu 92 %) (Rijsselaere und van Soom, 2010), ist das Verfahren aufgrund
der potentiellen Risiken, die mit einer vollstandigen Laparotomie einhergehen (Pesch et
al, 2007; Linde Forsberg, 2010), ethisch sehr umstritten und in mehreren Lindern wie
Norwegen, Schweden und den Niederlanden gesetzlich verboten. Zudem besteht keine

Moglichkeit einer Mehrfachbesamung (Wilson, 2001).

Eine Alternative stellt die laparoskopische intrauterine Besamung dar (Silva et al,
1995). Sie wird jedoch nur selten angewendet (Linde Forsberg, 2010). Diese Methode
vermeidet die negativen Nebeneffekte der Laparotomie, wie Infektionsdruck oder lange-

re Erholungsphasen. Eine Narkose ist jedoch dennoch notwendig (Silva et al., 1995).

Die bei der intrauterinen Besamung gewahlte Position der Spermiendeposition spielt,
zumindest bei der laparoskopischen Insemination, keine Rolle fiir die Verteilung der
Spermien, da diese im Anschluss im gesamten Uterus und damit auch im kontralateralen

Horn nachweisbar sind (Fukushima et al., 2010).



2.2 MoglichKkeiten der Spermaverarbeitung

Fir die KB der Hundin gibt es im Wesentlichen drei Moglichkeiten, das gewonnene Eja-
kulat zu verarbeiten. Neben der Moéglichkeit, das Sperma ohne weitere konservierende
Mafdnahmen und Zusatze als Nativ- oder Frischsperma zu tibertragen, sind die Verwen-
dung von kiihl- bzw. fliissigkonserviertem Sperma und Kryo- bzw. Tiefgefriersperma
gangige Verfahren, Ejakulate fiir langere Lagerung oder Transporte haltbar zu machen.
Die einzelnen Konservierungsverfahren haben unterschiedliche Vor- und Nachteile, die
auf das jeweilige Verwendungsziel abgestimmt werden miissen (Pefia et al., 2006; Pesch
et al.,, 2007; Thomassen und Farstad, 2009) und im Folgenden aufgefiihrt werden: Nativ-
sperma kann verwendet werden, wenn eine Paarung auf natiirlichem Weg nicht mdéglich
ist. Dem konnen sowohl physische Ursachen, wie erworbene Anomalien des Ge-
schlechtstrakts, als auch verhaltensbedingte Ursachen zugrunde liegen. Nach der manu-
ellen Samenentnahme sollte der Insemination eine Qualitatsuntersuchung des Ejakula-
tes vorrausgehen. Bei der Verwendung von frischem Sperma wird fiir gew6hnlich die
gesamte Samenportion mit entsprechenden Mengen Prostatasekret verwendet. Das Vo-
lumen sollte je nach Grofie der Hiindin 2 - 4 ml aufweisen, 150x 10¢ motile Spermien
beinhalten und am dufieren Muttermund instilliert werden (Pefia et al., 2006). Eine La-
gerung des Spermas bis zu 48 h ist zwar moglich, jedoch verschlechtert sich dabei der
Besamungserfolg deutlich. Die durchschnittliche Motilitdt nimmt ab und der Anteil an
morphologischen Verdanderungen steigt an. Eine Erh6hung der Besamungsdosis kann
den Effekt teilweise kompensieren (Tsutsui et al., 2003). Die Vorteile dieses Verfahrens
liegen in der guten Erfolgsrate, auch bei suboptimalen Umstdanden (Farstad, 1984; Linde

Forsberg, 2010) und den geringen Kosten.

Auf die Methodik der Fliissigkonservierung bzw. Kiihlkonservierung von Sperma wird

im Nachfolgenden, unter Punkt 2.3, ausfiihrlich eingegangen.

Durch die Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff bei -196 °C ist eine nahezu unbe-
grenzte Lagerung von Sperma moglich (Busch und Waberski, 2007; England und Millar,
2008). Der Stoffwechsel der Samenzellen geht dabei in eine Anabiose (Hoffmann, 2003).
Da die Vitalparameter der Spermien nach dem Auftauen deutlich unter die Ausgangs-
werte fallen, sind bei diesem Verfahren Ejakulate mit guten Ausgangswerten erforder-
lich. Richtwerte hierfiir sind in der folgenden Tab. 2 wiedergegeben (Hoffmann, 2003;

Pesch et al.,, 2007). Eine schlechte Qualitat der Besamungsportion kann auch hier in ge-
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wissen Mafden durch Erh6éhung der Besamungsmenge ausgeglichen werden. Dies
schrankt jedoch die Anzahl der Besamungsdosen und damit die Anzahl der mit einem

Ejakulat besamten Hiindinnen weiter ein (Farstad, 2009).

Tabelle 2: Qualitatskriterien fiir Riidensperma (Pesch et al., 2007)
Kriterium Referenzwerte
Vorwartsbewegliche Spermien (%) 275%

Morphologisch verdanderte Spermien (%) | <20 %

pH-Wert 6,2-17,2
Gesamtspermienzahl (x109) 0,3-1,01
Volumen spermienreiche Fraktion (ml) 0,5-2,0

1 Abhéangig von der Koérpergrofde; z.B. Dackel = 0,3, Dobermann > 1,0

Nicht jedes Ejakulat weist gleich gute Eigenschaften und Ergebnisse bei der Kryokonser-
vierung auf, was auf individuelle Unterschiede innerhalb der Spezies zurtickzufiihren ist
(Rota et al., 2005; Farstad, 2009). Griinde hierfiir konnen u. a. im Alter der Riiden liegen
(Thomassen et al., 2006), in der Fettsdurezusammensetzung der Zellmembran und in
Antioxidantien (Farstad, 2009). Als nicht kompensierbarer Faktor spielt zudem die
Spermien DNA-Struktur eine Rolle, welche zwar nicht fiir die Fertilisation, jedoch fiir die

weitere Embryonalentwicklung essentiell ist (Fatehi et al., 2006).

Nach der manuellen Stimulation und fraktionierten Gewinnung des Ejakulates wird hau-
fig eine Zentrifugation angeschlossen. Diese bietet den Vorteil das physiologisch gerin-
ger konzentrierte Sperma (Busch und Bader, 2001) zu konzentrieren. Zudem wird Pros-
tatasekret entfernt, wodurch die Auftauergebnisse verbessert werden. Kommt eine
Dichtengradientzentrifugation zum Einsatz, kann die Qualitat des Spermas noch weiter
verbessert werden. Dabei werden motile, unversehrte Spermien mit intakter DNA von
der Gesamtpopulation und dem Seminalplasma mit dem Mikrobiom und dem Detritus

getrennt (Morrell, 2006).

Fir die Herstellung ist eine Vielzahl verschiedener Protokolle bekannt, die individuell

variieren konnen (Szasz et al., 2000; Nizanski, 2006; Pefa et al., 2006; Pesch et al,,
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2007). Die Zusammensetzung der Verdlnner ist denen der Fliissigkonservierung sehr
dhnlich (Pesch et al., 2007). Sie basieren auf einer TRIS-Losung mit verschiedenen Zu-
ckern wie Glukose und Fruktose, Zitronensdure, Eigelb und einem Antibiotikum (Szasz
et al., 2000; Pefia et al., 2006). Da durch den Gefrierprozess Eiskristalle entstehen, die
starke osmotische Gradienten erzeugen und die Zellmembranen schadigen kénnen
(Pefia et al.,, 2006), wird noch ein Kryoprotektivum in Form von 4 - 6 % Glycerin erganzt
(Nizanski, 2006; Pesch et al., 2007; Farstad, 2009). Eine Zugabe von Detergenzien wie
Equex Paste (Minitiib, 84184 Tiefenbach, Deutschland) oder Orvus Es Paste (OEP, Nova
Chemical Sales, Scituate, Inc., MA, USA) verbessert die Uberlebenszeit wieder aufgetau-
ter Spermien noch weiter (Rota et al., 1997; Tsutsui et al., 2000; Pefia Martinez, 2004;
Alhaider und Watson, 2009).

Zu unterscheiden sind ein- und zweiphasige Verdiinner (Mif3, 2012). Generell wird der
Verdiinner langsam unter Schwenken zum Samen hinzugegeben (Pesch et al.,, 2007). Ziel
ist dabei, das Sperma auf eine Dichte von 100 - 200x 106 Spermien/ml zu verdiinnen
(Nizanski, 2006; Pesch et al., 2007). Einzelne Portionen von 0,5 ml werden in Pailletten
(z.B. Midi-Paillette, Minittib, 84184 Tiefenbach, Deutschland) abgefiillt und herunterge-
kihlt (Pesch et al.,, 2007; Linde Forsberg, 2010). Das Herabkiihlen auf 5 °C erfolgt zu-
nachst fiir eins bis 2 h im Kiihlschrank, gefolgt von der Tiefkiihlung in fliissigem Stick-
stoff. Auch hier werden verschiedene Kiihlraten und Protokolle angewandt (Szasz et al,,
2000; Pena et al., 2006; Pesch et al., 2007), wie beispielsweise ein stufenweises Einfrie-
ren durch zehnminttige Lagerung 4 - 12 cm iiber dem Fliissigkeitsspiegel und darauffol-
gendes Eintauchen in den fliissigen Stickstoff (-196 °C) (Pefia et al., 2006; Pesch et al,,
2007). Langsameres Einfrieren scheint sich positiv auf die Motilitdat und auf andere, nach
dem Auftauen gemessene Parameter auszuwirken (Rota et al., 2005). Der Einfluss des
Kiihlregimes kann dabei in gewissen Mafden sogar den Einfluss der unterschiedlichen
Verdiinner auf einzelne Parameter, wie Akrosomenmembran, iibersteigen (Szasz et al.,

2000).

Eine Erfolgs- und Qualitatskontrolle wird frithestens 12 h nach dem Einfrieren angera-
ten. Die Spermien sollten durch den Konservierungsprozess nicht mehr als 20 % ihrer
Vorwartsbeweglichkeit verlieren. Zusatzlich kann die Anzahl an tertidren, morphologi-
schen Verdanderungen durch die Zunahme von z.B. losen Képfen bis auf 30 % erhoht sein

(Hoffmann, 2003).
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Der Auftauprozess wird ebenfalls unterschiedlich gehandhabt. Die Pailletten werden
entweder langsam tiber 20 - 50 Sekunden in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut
(Szész et al,, 2000; Pesch et al., 2007) oder durch das Verbringen in ein 70 °C warmen
Wasserbad fiir 6-8 Sekunden (Szasz et al., 2000; Nizanski, 2006; Pefia et al., 2006). Gene-
rell gilt, dass einem langsamen Einfrieren ein langsames Auftauen und einem schnellen

Einfrieren ein schnelles Auftauen folgen sollte (Pefia et al., 2006).

Zur Insemination kénnen je nach Qualitat eins bis vier 0,5 ml Pailletten verwendet wer-
den, um eine ausreichend hohe Anzahl von min. 150x 106 vorwartsbeweglichen Sper-
mien sicherzustellen (Pesch et al., 2007). Um zu gewahrleisten, dass nach der Besamung
auch eine ausreichende Anzahl an Spermien in das ipsilaterale Uterushorn gelangt, wer-

den sogar 200x 106 vorwartsbeweglichen Spermien empfohlen (Tsutsui et al., 1989).

Die Vorteile der Kryokonservierung liegen, wie bereits erwdhnt, in der sehr guten Lage-
rungsfahigkeit, die z.B. den Aufbau von Samenbanken erméglichen (Pefia et al., 2006;
England und Millar, 2008). Allerdings sind insbesondere die Transportkosten, die oft die
Tierarztkosten uberschreiten, die Herstellungskosten und die schlechteren Fertilisati-
onseigenschaften klare Nachteile gegeniiber den anderen Verfahren (Nizanski, 2006;
Pefia et al, 2006; Pesch et al,, 2007; Thomassen und Farstad, 2009; Linde Forsberg,
2010).

2.3 Verwendung von fliissigkonserviertem Sperma

Die Verwendung von fliissigkonserviertem Sperma bietet viele Vorteile fiir die Hunde-
zucht (England und Ponzio, 1996; Pefia et al., 2006) und obwohl bereits 1954 erste Ver-
suche durchgefiihrt wurden (Harrop, 1954), so etablierte sich diese Methode erst in den
letzten 20 Jahren (Bouchard et al.,, 1990; Linde Forsberg, 1991; Rota et al,, 1995; Eng-
land und Ponzio, 1996; Tsutsui et al., 2003). Die Intention besteht darin, eine moglichst
lange Erhaltung der Befruchtungsfahigkeit der Spermien wahrend der Lagerung bei 4 °C
zu erzielen (Hoffmann, 2003). Mit dem Herabkiihlen des Spermas tritt jedoch eine Prob-
lematik auf, die als Kilteschock bezeichnet wird. Die damit verbundenen Phinomene
sind noch nicht vollends verstanden. Spermien-Motilitit und -Metabolismus werden
vermindert und es treten Veranderungen der Membranpermeabilitit auf, was einen ge-
storten zelluldaren Austausch zur Folge hat (Rota et al., 1995; Rota et al., 1997; Bencharif

et al., 2013). Obgleich Hundesperma eine gewisse Eigenresistenz gegen Kiihlschaden
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besitzt (Bouchard et al., 1990; Hoffmann, 2003), muss die Beeintrachtigung der Sper-
mien durch die Zugabe von geeigneten Verdiinnern und Zusatzstoffen, die die Zell-
membran und das Akrosom stabilisieren, weiter minimiert werden (Iguer-ouada und
Verstegen, 2001b; Busch und Waberski, 2007; Shahiduzzaman und Linde Forsberg,
2007; Kasimanickam et al., 2012; Bencharif et al.,, 2013). Ein zu starkes Absinken der
Temperatur, das zum Einfrieren des Ejakulates und damit zu Gefrierschiden fiihrt, sollte
dennoch vermieden werden (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Lopes et al., 2008). Der
Verdiinner dient zudem der Energieversorgung der Spermien wahrend der Lagerung,
dem Konstanthalten des pH-Wertes und dem Einstellen der Osmolaritat (Silva et al,
2002; Ponglowhapan et al., 2004; Bencharif et al., 2008; Witte et al., 2009). Die Haltbar-
keit liegt zwischen 1 und 14 Tagen (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Tsutsui et al.,
2003; Linde Forsberg, 2010). Die Herstellung und KB sind allerdings im Vergleich zum
Tiefgefriersperma deutlich weniger aufwendig (Pefia et al., 2006; Shahiduzzaman und

Linde Forsberg, 2007).

2.3.1 Methodik

Bei der Herstellung von fliissigkonserviertem Sperma wird das Sperma gewd6hnlich
durch manuelle Stimulation gewonnen und fraktioniert in vorgewarmten Gefaf3en auf-
gefangen. Verwendet wird vorzugsweise die zweite, spermienreiche Fraktion. Die An-
wesenheit einer laufigen Hiindin kann den Erfolg und die Ausbeute der Absamung noch
verbessern (Linde Forsberg, 1991, 1995; Pefia et al., 2006). Nach der Samengewinnung
werden das Volumen, die Farbe und gegebenenfalls der pH-Wert der Fraktionen ermit-
telt (Freshman, 2002). Mikroskopisch werden zudem noch die Motilitat, die unmittelbar
nach der Entnahme beurteilt werden sollte (Freshman, 2002), die Dichte bzw. Ge-
samtspermienzahl, der Anteil lebender Spermien und die pathomorphologischen Ver-
anderungen der Spermien routinemaf3ig vor der Konservierung kontrolliert (Busch und

Bader, 2001; Busch und Waberski, 2007).

Je nach Protokoll wird das Seminalplasma belassen oder mittels Zentrifugation entfernt;
es werden verschiedene positive Eigenschaften als auch negative Effekte des Seminal-
plasmas diskutiert. Fiir das Belassen des Seminalplasmas sprechen immunmodulatori-
sche Effekte und Stimulation des Spermientransports im weiblichen Genitaltrakt und die
Versorgung, Regulation und der Schutz der Spermien durch z.B. Antioxidantien (Busch

und Waberski, 2007; De Souza et al., 2007; Farstad, 2009; Koderle et al., 2009). Das Ab-
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zentrifugieren, wie insbesondere bei der Kryokonservierung noch iiblich (Verstegen et
al,, 2005; Pena et al., 2006), entfernt jedoch potentielle Schadstoffe wie zelluldren Detri-
tus, reaktive Sauerstoffspezies und bestimmte Pathogene (England und Allen, 1992; Ro-
ta et al.,, 1995; Rijsselaere et al., 2002; Morrell, 2006; Strzezek und Fraser, 2009). Siri-
vaidyapong et al. (2000) konnte weder einen positiven noch einen negativen Einfluss
von Seminalplasma auf fliissigkonservierte Samen feststellen (Sirivaidyapong et al.,
2000Db). Eine Beschadigung der Spermien durch die Zentrifugation kann jedoch nicht
vollkommen ausgeschlossen werden (Rijsselaere et al., 2002; Koderle et al., 2009). Stu-
dien an fliissigkonservierten Hengstejakulaten zeigten sogar unterschiedliche Ergebnis-
se zwischen verschiedenen Eignungsgruppen und partieller Abtrennung des Seminal-

plasmas (Brinsko et al., 2000).

Die Abtrennung, insofern gewiinscht, kann nach verschiedenen Zentrifugationsprotokol-
len erfolgen (Rota et al., 1995; Sirivaidyapong et al., 2000b; Rijsselaere et al., 2002;
Tsutsui et al., 2003; Busch und Waberski, 2007; Pesch et al.,, 2007; Shahiduzzaman und
Linde Forsberg, 2007; De Los Reyes et al., 2009; Michael et al., 2009; Goericke-Pesch et
al,, 2012). In einer Studie von Rijsselaere et al. (2002) wurde gezeigt, dass zu hohe Zent-
rifugationsbeschleunigung von 1620 x g oder mehr zu einer Beschadigung der Spermien
fihrten. Wird die Zentrifugalbeschleunigung auf unter 720 x g oder 180 x g reduziert,
steigt hingegen der Verlust an Spermien, die mit dem Uberstand abpipettiert werden
(Rijsselaere et al.,, 2002). Als optimal wird eine Zentrifugation bei 720 x g fiir 5 Minuten
diskutiert (Rijsselaere et al., 2002). Jedoch zeigte sich auch hier, zumindest bei der Kry-
okonservierung, eine Beeintrachtigung der Beweglichkeit, der Morphologie der Sper-
mien als auch ein Anstieg Chromatindenaturierung, weshalb eine Zentrifugation nicht

uneingeschrankt empfohlen werden kann (Koderle et al., 2009).

Als nachstes wird der Verdiinner bei Raumtemperatur (Pefia et al., 2006; Kmenta et al.,
2011; Kasimanickam et al., 2012) oder 35 °C - 37 °C (Linde Forsberg, 1995; Nishiyama et
al., 1999; Bencharif et al., 2013) langsam und unter leichtem Schwenken an den Rand
des Gefafdes zu den Spermien hinzu pipettiert (Pesch et al.,, 2007). Die Menge des Ver-
diinners, die den Spermien hinzugegeben wird und der damit einhergehende Verdiin-
nungsgrad, hiangt von der Konzentration des Ausgangsejakulates und den Verwen-
dungsbestimmungen (z.B. Gréfse und Anzahl der Hiindinnen) ab (Pefia et al., 2006). Das
Mengen-Verhaltnis zwischen Ejakulat und Verdiinner variiert meist zwischen 1:3 bis 1:6
(England und Ponzio, 1996; Nishiyama et al., 1999; Iguer-ouada und Verstegen, 2001b;
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Pefia et al., 2006; Busch und Waberski, 2007; Pesch et al., 2007; Kmenta et al., 2011). Fiir
eine erfolgreiche Besamung sollte eine Verdiinnung des Ejakulats auf 100 - 300x 106
Spermien/ml nicht unterschritten werden (Nishiyama et al., 1999; Tsutsui et al., 2003;

Pena et al,, 2006; Pesch et al., 2007; Kasimanickam et al., 2012).

Die fiir die Konservierung gebrauchliche Lagertemperatur liegt iiblicherweise bei 4 °C -
5 °C (Bouchard et al,, 1990; Linde Forsberg, 1995; Rota et al,, 1995; England und Ponzio,
1996; Verstegen et al,, 2005; Pefia et al.,, 2006; Pesch et al.,, 2007; Kmenta et al,, 2011).
Hohere Lagerungstemperaturen, wie 22 °C oder 35 °C, erwiesen sich dagegen als weni-
ger geeignet (Bouchard et al, 1990). Das Herabkiihlen sollte dabei, um einen Kalte-
schock zu vermeiden, nicht zu schnell erfolgen. Gut geeignet ist ein Wasserbad, in das
die fertig aufbereiteten Ejakulate gebracht werden. Dieses wird anschlieféend in den
Kiihlschrank gestellt. Aufderdem koénnen so Temperaturschwankungen wahrend der
Lagerung minimiert werden (England und Ponzio, 1996; Rijsselaere et al., 2002; Verste-
gen et al,, 2005; Pena et al., 2006; Kmenta et al., 2011). Alternativ kann auch eine Styro-
porbox (Pesch et al., 2007) oder ein programmierbares Niedrigtemperatur-Wasserbad
(z.B. UH-JF, Chino Ldt., Japan) verwendet werden (Tsutsui et al.,, 2003). Eine Kiihlrate
von 0,3 - 1 K/min scheint in Anbetracht verschiedener Motilitdtparameter ideal zu sein
(Bouchard et al,, 1990). Das fertig bearbeitete Ejakulat sollte anschlief}end im Dunkeln
aufbewahrt werden (Pefia et al., 2006).

Zum Versenden empfehlen sich sterile, gut verschlief3bare 5 - 12 ml Plastikréhrchen, da
diese beim Transport nicht zerbrechen. Soll der Samen zudem fiir mehrere Besamungen
genutzt werden, ist dieser vor der Lagerung bzw. dem Versand in einzelne Behéltnisse
abzufiillen, um Unterbrechungen der Kiihlkette zu verhindern (Linde Forsberg). Die ge-
nauen Kennzeichnungs- und Registrierungsbedingungen sind bei der jeweiligen Behor-
de und dem Zuchtverband zu erfragen. Generell wird empfohlen, den Samen mit Name,
Rasse, Alter, Chipnummer des Hundes und dem Datum der Entnahme sowie Details zum
Ejakulat und dem verwendeten Verdiinner zu kennzeichnen (Linde Forsberg; Pefia et al.,

2006).

Fir den Transport der Ejakulate wurden verschiedene Methoden getestet. Auch wenn
dabei kommerzielle Systeme bessere in vitro Resultate zeigten (Lopes et al., 2009), sind
bei kurzer Transportdauer auch andere Varianten praktikabel. So kann die Samenporti-
on z.B. in einer vorgekiihlten Thermoskanne verschickt werden. Um den Samen werden

entweder feuchte Wattebillchen gelegt oder ein Tuch als Frostschutz gewickelt und
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»crushed ice“ hinzugegeben (Pefia et al., 2006; Lopes et al.,, 2009). Bei einer Lagerung
von mehr als 24 h kénnen speziell fiir den Zweck entwickelte Styroporboxen (Minitiib
Neopor, Ref. No. 17229/0001, /0002, /0005; Lane Semen Transport System, Lane Manu-
facturing Inc., Denver, CO), wie sie auch beim Versand von fliissigkonserviertem Hengst-
sperma zum Einsatz kommen, eine bessere Spermienqualitit erzielen (Pinto et al., 1999;
Lopes et al,, 2009; Linde Forsberg, 2010). Diese Boxen werden mit zwei Kiihl-Akkus be-
stiickt, die zuvor bei -20 °C eingefroren wurden. Diese kénnen die Temperatur bis zu
45 h halten (www.minitiib.de). Bei einer Lagerung von mehr als 48 h wiesen Ejakulate,
welche in einem fiir Hengstsamen entwickelten Equitainer® (Minitiib, 84184 Tiefen-
bach, Deutschland) aufbewahrt wurden, im Vergleich zu der Styropor-Box und der
Thermoskanne, die besten Konservierungseigenschaften auf (Linde Forsberg, 2014; Lo-
pes et al,, 2009). Bei Verwendung des Equitainer wird eine Kiihlrate von -0,3 K/min er-
reicht und die Endtemperatur von 4 °C - 6 °C kann fiir mindestens 36 h gehalten werden

(Douglas-Hamilton et al., 1984).

Um mit dem fliissigkonservierten Ejakulat optimale Besamungserfolge zu erzielen, soll-
ten Lagerungs- und Transportdauer so kurz wie méglich gehalten werden (England und
Ponzio, 1996; Ponglowhapan et al., 2004). So wird generell zum Versamen innerhalb
von 3 Tagen nach Herstellung geraten. Damit ist auch ein internationaler Transport ge-
wahrleistet (Rota et al., 1995; Tsutsui et al., 2003; Pefia et al., 2006; Pesch et al,, 2007;
Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007).

Betrachtet man verschiedene Vitalparameter, die sich fiir die Beurteilung der Qualitat
von Spermien etabliert haben (Freshman, 2002; Pefia Martinez, 2004), sind in vitro so-
gar noch deutlich langere Lagerungen moglich. Ausgehend von Ejakulaten sehr hoher
Qualitat konnten in einem TRIS-Glukose Eigelb Verdiinner noch gute Motilitatsraten von
mehr als 50 % nach 13 +1 Tagen (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b) oder sogar tiber
70 % nach 14 Tagen (Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007) festgestellt werden.
Eine Aufbewahrung der konservierten Spermien iiber 10 Tage mit Erhalt der Fertilitat
ist damit denkbar (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b), bedarf jedoch weiterer ,in vivo“

Studien (Ponglowhapan et al., 2004; Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007).

In einer Veroffentlichung von 2005 dokumentierten Verstegen et al. akzeptable Trach-
tigkeitsraten von tiber 9 +1,8 Tagen gekiihlten Spermien und zweimaliger intravaginaler
Besamung (Verstegen et al., 2005). Bei einer Trachtigkeitsrate von 70 % wurden durch-

schnittlich 4,6 +2,8 Welpen geworfen. Durch Zentrifugieren des verdiinnten Samen und
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Ersetzen des Uberstandes durch neuen Verdiinner konnte die Motilitit bis zum Tag 21
bzw. 27 Tag erhalten werden. Dartiber hinaus konnte keine weitere Steigerung erreicht
werden. Die Kontrollprobe ohne Substratwechsel wies bereits nach 16 Tagen keine Be-
weglichkeit mehr auf (Verstegen et al.,, 2005). Der zugrundeliegende Mechanismus be-
ruht wahrscheinlich auf einer Erneuerung der Energieversorgung durch frische Glukose,
neuem Eigelb als Phospholipid-Lieferant und dem Entfernen schadlicher Metabolite, die
z.B. den pH-Wert verandern kénnen. Inwieweit sich die verlangerte Konservierung auch
auf die Fertilitat des Ejakulates libertragen lasst, konnte nicht geklart werden (Verste-

gen etal.,, 2005).

Eine Korrelation verschiedener Vitalparameter mit der Befruchtungsfahigkeit der
Spermien ist nur bedingt gegeben (Verstegen et al., 2005; Pefia et al., 2006; Pesch et al.,
2007). Eine indirekte und damit zeit- und kostengiinstige Methode, um die Fertilisati-
onskapazitiat der Spermien in vitro zu testen, ist der Zona pellucida (ZP) Bindungstest.
Er untersucht die Fahigkeit der Spermien mit einer Oozyte zu binden (Holst et al., 2000;
Strom Holst et al., 2000; Hermansson et al., 2006; De Los Reyes et al., 2009). Jedoch ist
die Variabilitat der Ergebnisse innerhalb eines Versuches sehr hoch, was die Beurteil-
barkeit stark erschwert (Strom Holst et al.,, 2000). Zudem ist auch der Reifegrad der

Oozyten ein wichtiger Einflussfaktor (Waberski und Petrunkina, 2007).

In Versuchen zeichnete sich eine fallende Tendenz der ZP Bindungsfahigkeit sowohl
durch die Konservierung selbst als auch durch die Dauer der Lagerung ab. So binden bei
Frischsperma im Vergleich mehr Spermien an die Oozyten als bei fliissigkonserviertem
Sperma (Hermansson et al., 2006; De Los Reyes et al., 2009). Eine zeitliche Analyse der
Coinkubation von Spermien und Oocyten zeigte allerdings, dass innerhalb der ersten
Stunde mehr fliissigkonservierte Spermien in die Oozyten durchdringen als frische
Spermien (De Los Reyes et al., 2009). Durch das Herabkiihlen kénnen Kapazitationsvor-
gange ausgelost werden. Diese sind aber von den Physiologischen auf molekularer und
struktureller Ebene zu unterscheiden (Watson, 1995; Busch und Waberski, 2007) und
beruhen wahrscheinlich auf einer temperaturabhingigen, enzymalen Regulation der
Kalziumkonzentration in den Spermien (Burgess et al., 2000; Watson, 2000). Eine Ver-
langerung der Aufbewahrung von ein auf zwei (Hermansson et al., 2006) bzw. vier Tage
(Strom Holst et al., 2000) hatte ebenfalls eine Reduktion der ZP-Bindungsfahigkeit zur

Folge.
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Vor dem Versamen wird fliissigkonservierte Sperma iiber 10 - 30 Minuten auf 37 °C er-
warmt (Minitib GmbH; Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007; De Los Reyes et al,,
2009; Kasimanickam et al., 2012). Hier kann den Spermien zuséatzlich noch ein auf TRIS-
Basis hergestellter ,Enhancer” zugegeben werden (z.B. Minitiib ,CaniPlus Enhance”, Ref
Nr. 13700/0030), der die Motilitdt und Viabilitit der Spermien nach dem Erwarmen
nochmals verbessern soll. Das Prinzip hierbei ist wahrscheinlich dem der Versuche von

Verstegen et al,, 2005 dhnlich (Kmenta et al,, 2011).

Um den Besamungserfolg zu maximieren und die Wurfgrofie eventuell noch zu steigern,
kann, eine Mehrfachbesamung an aufeinander folgenden Tagen und /oder eine intraute-
rine anstatt einer tiefen vaginalen Samendeponierung durchgefiihrt werden (Linde

Forsberg et al.,, 1999; Ponglowhapan et al.,, 2004).

Neben der unmittelbaren Verwendung und dem Versamen, besteht nach 1 -2 Tagen
noch die Méglichkeit, das fliissigkonservierte Sperma fiir die Herstellung von Tiefge-
friersperma zu verwenden. So kénnen Ejakulate z.B. in fiir Tiefgefriersperma speziali-
sierten Samenbanken geschickt und dort entsprechend verarbeitet werden (Hermans-

son und Linde Forsberg, 2006).

2.3.2 Vor- und Nachteile der Fliissigkonservierung

Wenn mehrere Verfahren fiir eine bestimmte Problematik zur Verfiigung stehen, so sind
diese oft durch Vor- und Nachteile gekennzeichnet. In Hinblick auf die Fliissigkonservie-
rung ist insbesondere die stark eingeschrankte Lagerungsfahigkeit der Samenportionen
(England und Ponzio, 1996; Ponglowhapan et al,, 2004; Shahiduzzaman und Linde Fors-
berg, 2007) als grofdter Kritikpunkt zu nennen. Deshalb ist bei Verwendung dieser Me-
thode ein genaues Planungs- und Zeitmanagement notwendig, um den idealen Besa-
mungszeitpunkt mit Riidenbesitzer, Hiindinnenbesitzer, Tierarzten fiir Samenentnahme
und Besamung als auch den Transportzeiten zu koordinieren (Linde Forsberg, 1991). Im
Gegenzug sind die erreichbaren Resultate als gut bis sehr gut einzuschatzen und bis zu
einer gewissen Lagerungsdauer von 4,9 Tagen (England und Ponzio, 1996), denen des
Tiefgefrierspermas liberlegen. Das gilt sowohl fiir die Trachtigkeitsrate als auch fiir die
Wurfgrofie (Rota et al., 1995; Rota et al,, 1997; Pinto et al.,, 1999; Ponglowhapan et al,,
2004; Linde Forsberg, 2010). Die Griinde hierfiir konnen eine bessere Beweglichkeit der

Spermien, die iiblich héhere Besamungsdosis, eine lingere Uberlebensfihigkeit der
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versamten Spermien und eine bessere Penetration durch die Zona pellucida der Oozyte
sein (England und Ponzio, 1996; Pesch et al.,, 2007; De Los Reyes et al,, 2009; Linde
Forsberg, 2010). Auch in der Durchfiihrung bietet das Verfahren der Fliissigkonservie-
rung klare Vorteile. Um gute Erfolge zu erzielen, reicht es oft, die Spermien tief intrava-
ginal zu deponieren, was die schwierigere endoskopische transzervikale oder gar chi-
rurgische intrauterine Besamung erspart (Ponglowhapan et al., 2004; Pefia et al., 2006;
Kasimanickam et al., 2012). Durch die Verwendung von giinstigen Transportmedien wie
Styroporkisten, die zudem ohne fliissigen Stickstoff auskommen, sind Einschrankungen
des Versands durch Restriktionen oder das Zuriicksenden des Containers, welches oft-
mals den eigentlichen Preis der Besamung libersteigt, nicht notwendig (Linde Forsberg;
Pefia et al.,, 2006). Somit stellt die Fliissigkonservierung eine einfache, praktikable und
preiswerte Alternative fiir den kurzfristigen Versand von Riidensamen dar (Linde Fors-

berg; Ponglowhapan et al., 2004; Lopes et al., 2009; Michael et al., 2009).

2.4 Zusammensetzung des Verdiinners

Die Zugabe eines Verdiinners ist fiir die Haltbarmachung von Spermien iiber einen lan-
geren Zeitraum essentiell (Hoffmann, 2003). Man unterscheidet Verdiinner fiir die Her-
stellung von Tiefgefriersperma und von fliissigkonserviertem Sperma (Linde Forsberg,
1995; Pefia et al., 2006; Pesch et al., 2007; Linde Forsberg, 2010). Deren Zusammenset-
zung ist vom Prinzip sehr dhnlich. Der Unterschied besteht im Zusatz eines Kryoprotek-
tivum: meist Glycerin (Thirumala et al., 2003; Okano et al., 2004; Pefia et al., 2006) und
zumeist einer SDS (Sodium Duodecyl Sulfat) -haltigen Paste, welche beim Tiefgefrieren
zum Einsatz kommen (Rota et al., 1997; Alhaider und Watson, 2009; Farstad, 2009). In
der Vergangenheit wurden viele verschiedene Verdiinner getestet, wie z.B. Tomatensaft,
Kokosnussmilch, Magermilch oder homogenisierte und pasteurisierte 12 % fetthaltige
Milch/Sahne (Linde Forsberg, 1991; Ponglowhapan et al., 2004). Der derzeit meistge-
nutzte Verdlinner beinhaltet einen TRIS-Zitrat-Puffer mit Glukose oder Fruktose und

Eigelb (Pefia et al., 2006).

Fir eine erfolgreiche Konservierung muss ein Verdiinner verschiedene Voraussetzun-
gen erfiillen und Aufgaben iibernehmen. Neben der Volumenvergrofderung reguliert er

durch die spezielle Zusammensetzung den pH-Wert, den osmotischen Druck, die Nahr-
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stoffversorgung, das bakterielle Wachstum und schiitzt sowohl die Spermienmembran
als auch das Akrosom vor Veranderungen, wie z.B. dem Kiihlschock (Busch und Bader,

2001; Hoffmann, 2003; Busch und Waberski, 2007).

Eine Hauptaufgabe des Verdiinners ist die Pufferfunktion. Diese ist notwendig, um eine
Schadigung der Samenzellen durch eine Akkumulation von Wasserstoffionen zu vermei-
den. Diese entstehen zwangsldufig durch den zelleigenen Metabolismus (Carr, 1985).
Gewlinscht ist eine ausreichende Pufferkapazitit bei einem pH von 6,0 - 7,0. In alkali-
scherem Medium (pH > 7) steigt der Stoffwechsel der Samenzellen, wodurch die Ener-
giereserven und die Kurzzeitkonservierung beeintrachtigt werden. In einem sauren Mi-

lieu (pH < 5,2) ist mit Motilitatseinbufden zu rechnen (Hoffmann, 2003).

Als Puffersubstanz konnen verschiedene organische und anorganische Substanzen ein-
gesetzt werden. Ein haufig verwendetes Medium ist TRIS (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan), obgleich die Pufferkapazitat bei pH 7 nur gering ist. Die pH-Wert Einstel-
lung erfolgt durch den Zusatz von z.B. Zitrat, Salzsdaure oder TES (Busch und Bader,
2001; Pefa et al,, 2006). Neben der Verwendung von TRIS besteht alternativ die Mog-
lichkeit, andere organische Puffer wie TES, HEPES, MES oder Tricine einzusetzen (Busch

und Bader, 2001; Busch und Waberski, 2007).

Die Einstellung der Osmolaritat erfolgt ebenfalls durch die Verwendung solcher Zwitte-
rionen-Puffer. Zudem kommen noch Aminosiure, o-Ketosauren, diverse Salze und ver-
schiedene Zuckerzusitze, wie Glukose, Fruktose, Mannose und Arabinose in Frage

(Busch und Bader, 2001; Busch und Waberski, 2007).

Neben dieser osmoregulatorischen Aufgabe dienen Zucker vor allem auch als Energielie-
feranten fiir die Spermien (White et al., 1954; Watson, 1979; Mann und Lutwak-Mann,
1981). Eine gewisse kryoprotektive Wirkung in Form eines erhéhten Intaktbleibens des
Akrosoms und die bessere Lebend/Tot Bilanz, konnten, zumindest bei der Kryokonser-
vierung, flir bestimmte Kohlenhydrate nachgewiesen werden (Yildiz et al., 2000; Busch
und Bader, 2001; Busch und Waberski, 2007). Generell ist eine Lagerung der Spermien
ohne Zusatz von Sacchariden der Lagerung mit Sacchariden in Anbetracht der Motilitat
unterlegen (Yildiz et al., 2000; Rigau et al., 2001; Ponglowhapan et al., 2004). Auch wenn
weder Glukose noch Fruktose physiologischerweise im Seminalplasma von Riiden vor-
handen sind, so sind die Samenzellen, genauso wie die anderer Siaugetieren, dazu befa-

higt, diese Zucker zu metabolisieren (Nagai et al., 1982; Ponglowhapan et al., 2004). Der
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Stoffwechselweg, mit dem Glukose umgewandelt wird, unterscheidet sich jedoch von
dem der Fruktose (Rigau et al., 2001; Ponglowhapan et al,, 2004). Diese unterschiedliche
Bereitstellung von Energie wirkt sich auch auf verschiedene Motilititsparameter aus.
Durch die Zugabe von Fruktose werden schnellere, lineare Spermienbewegungen gefor-
dert. Die von Spermien bevorzugt verstoffwechselte Glukose begiinstigt hingegen eine
oszillatorische Bewegung (Ponglowhapan et al,, 2004) und konnte in einer Untersu-
chungen die Motilitdt der Samenzellen langer aufrechterhalten als ein vergleichbarer,
fruktosehaltiger Verdiinner (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b). Die verwendeten Kon-
zentrationen bei der Flissigkonservierung schwanken zwischen 5 -120 mM
(Ponglowhapan et al., 2004). Das Optimum lag hierbei bei 70 mM Glukose oder Frukto-
se. Niedrigere Konzentrationen waren dieser unterlegen. In der Untersuchung konnte
eine Gesamtmotilitdt > 70 % bis zu 8 Tagen beobachtet werden. Zudem forderte diese
Konzentration die Spermiengeschwindigkeit (VAP, VSL VCL) (Ponglowhapan et al,
2004).

Wie bei verschiedenen anderen Tierarten nachgewiesen, (Watson und Martin, 1975,
Shannon und Curson, 1983a, 1983b) zeigte die Zugabe von Eigelb zu den Verdinnern
auch bei der Konservierung von Riidensperma eine protektive Wirkung auf die Samen-
zellen (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Peia et al., 2006; Witte et al.,, 2009). Durch
den Zusatz von Eigelb konnte in einer Studie (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b), ne-
ben einer signifikanten Verbesserung verschiedener Bewegungsparameter, ein deutli-
cher Schutz vor spontaner Akrosomreaktion (AR) gegeniiber homologer Verdiinner oh-
ne Eigelb nachgewiesen werden. Der Mechanismus hierfiir ist jedoch noch nicht voll-
ends geklart. Diskutiert wird eine Membranstabilisierung durch Aufrechterhaltung des
kolloidalen Drucks des dufieren Medium, dem Schutz vor positiv geladenen Peptiden
und dem engen Verbund von Eigelb-Phospholipiden mit den Gameten (Iguer-ouada und
Verstegen, 2001b; Bencharif et al., 2008). Ein protektiver Effekt vor Schwankungen des
pH-Wertes, des osmotischen Drucks und der Ansammlung von schidlichen Substanzen,
wie z.B. reaktiven Sauerstoffspezies, wird ebenfalls postuliert. Die Aufnahme von Sub-
stanzen in die Spermienmembran wird jedoch nicht vermutet (Manjunath, 2002; Silva et

al,, 2002; Aboagla und Terada, 2004; Bergeron et al., 2004; Kmenta et al., 2011).

Heutzutage ist Eidotter ein wesentlicher Bestandteil vieler Verdiinner. Die empfohlene

und meist verwendete Konzentration von Eigelb zu Verdiinner betragt dabei 20 % (Lin-
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de Forsberg, 1995; Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Silva et al., 2002; Pefia et al,,
2006; Bencharif et al., 2013).

Trotz der genannten Vorteile birgt die Verwendung von Eigelb auch einige Nachteile und
Risiken. Als tierisches Produkt unterliegt es natiirlichen Schwankungen. Dabei wird die
Zusammensetzung auch durch das Hiihnerfutter beeinflusst, was sich wiederum negativ
auf die Spermien auswirken kann. Die Eigenschaften als ausgezeichnetes mikrobielles
Ndhrmedium erhohen das Risiko auf eine uterine Infektion. Zudem kénnen insbesonde-
re die computergestiitze Analyse und biochemische Untersuchungen durch Eipartikel
erschwert oder verfalscht werden (Bousseau et al., 1998; Wall und Foote, 1999; Bencha-

rif et al., 2008; Kmenta et al.,, 2011; Bencharif et al., 2013).

Einen Losungsansatz stellt die Verwendung von LDL (Low Density Lipoprotein; Lipopro-
tein niederer Dichte) dar, welches ohnehin einen grofden Teil der Dotterbestandteile
niedriger Dichte bildet (Bencharif et al., 2008; Witte et al., 2009). Verschiedene Autoren
filhren die Kalteschockresistenz und die verbesserte Motilitat nach der Zugabe von Ei-
gelb hauptsachlich auf diesen Bestandteil zurtick (Pace und Graham, 1974; Moussa et al.,
2002). Es ist denkbar, dass die LDL-Fraktion mit einigen Hauptproteinen des Seminal-
plasmas interagiert, den Efflux von Cholesterol und Phospholipiden vermindert und so
eine verfrithte Kapazitation und AR verhindert (Manjunath, 2002; Bergeron et al., 2004).
Im direkten Vergleich zeigten einige Studien sogar, dass der Gebrauch eines 6 % LDL-
Mediums einen besseren Schutz der Riidenspermien und bessere Motilititsparameter
bietet, als ein Medium welches ausschliefdlich Eigelb beinhaltet (Bencharif et al., 2008;
Bencharif et al., 2013).

Alternativ zu Eidotter und LDL konnte der Gebrauch von Lecithin aus Sojabohnen gute
Konservierungseigenschaften zeigen (Amirat et al., 2005; Aurich et al., 2007; Muifio et
al, 2007; Forouzanfar et al, 2010), was auch fiir Hundesperma bestitigt wurde
(Beccaglia et al., 2009b; Beccaglia et al., 2009a; Kmenta et al., 2011). Beccaglia et al. be-
nutzen dabei einen TRIS Verdinner mit 0,04 % Lecithin und Katalase als Antioxidanz
(Beccaglia et al,, 2009a). Kmenta et al. bestatigte diese Ergebnisse, verwendete aber ei-
nen 0,8 % Lecithin Verdiinner (Minitiib GmbH, Tiefenbach), um die tiblichen 20 % Eigelb
adaquat zu ersetzen (Kmenta et al., 2011; Palacios und Wang, 2005). In Hinblick auf ei-
nige Konservierungskriterien stellte sich der Lecithin-Katalase-haltige Verdiinner wah-
rend der achttigigen Untersuchung dem konventionellen, eidotterhaltigen Verdiinner

sogar als tliberlegen dar. Eine weitere Studie erbrachte dhnliche Resultate, indem sie ei-
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nen Verdunner mit Eigelb einem Verdiinner mit 0,04 % und einem mit 0,4 % Soja Leci-
thin gegentiber stellte. Der 0,4 % lecithinhaltige Verdiinner zeigte bei der 10- tdgigen

Flissigkonservierung die besten Ergebnisse (Kasimanickam et al., 2012).

Milch iibt ebenfalls einen protektiven Effekt auf die Spermienmembran aus (Bouchard et
al,, 1990; Rota et al,, 1995; Bergeron und Manjunath, 2006; Bergeron et al., 2007). Durch
die Zugabe von Milch konnte, dhnlich wie durch LDL, die Bindung von Seminalplasma-
proteinen an die Samenzellen und ein Lipidverlust vermindert werden (Bergeron und
Manjunath, 2006; Bergeron et al.,, 2007). Die tragende Rolle spielen dabei vermutlich
Caseine, weshalb auch Magermilch geeignet erscheint. Einen zusatzlichen Schutz scheint
der Milchzucker (Laktose) zu bieten. Bei der Kryokonservierung von Ziegen und Mau-
seejakulat ist Magermilch derzeit sogar vorherrschend (Nakagata, 2000; Dorado et al.,
2007). Der Einsatz in der Hundezucht wird noch kontrovers diskutiert (Bouchard et al,,
1990; Rota et al., 1995; Abe et al., 2008), auch wenn neuere Untersuchungen zur Kryo-
konservierung mit Magermilch und Trehalose oder Raffinose vielversprechende Ergeb-

nisse liefern (Asano et al., 2010).

Da Milch ebenfalls ein Naturprodukt ist, ergibt sich aber auch hier die Gefahr einer Kon-
tamination oder schwankender Zusammensetzung der Inhaltsstoffe (Bergeron und Man-

junath, 2006).

Eine weitere Komponente des Verdiinners stellen Antioxidantien dar. Die Plasmamemb-
ran von Samenzellen hat einen hohen Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsduren.
Damit ist sie sehr empfindlich gegeniiber oxidativem Stress und der Lipidperoxidation
(Aitken, 1989; Beccaglia et al, 2009a; Michael et al, 2009, 2010). Reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) spielen dabei eine wichtige Rolle (Griveau und Le Lannou, 1997;
Calamera et al., 2001; Medeiros et al., 2002; Neild et al., 2003). ROS werden zum einen
von den Samenzellen selbst gebildet, entstehen aber auch durch die Infiltration von
Leukozyten (Griveau und Le Lannou, 1997). Der Prozess der Kryokonservierung ver-
starkt die ROS-Bildung noch weiter (Watson, 2000). Die Schaden beeinflussen die Motili-
tat der Spermien, Proteine sowie Nukleinsduren werden verandert, was wiederum die
Apoptose der Zellen zur Folge haben kann, die enzymatische Abwehr wird gehemmt und
Membranlipide werden oxidiert (Aitken, 1989; Alvarez und Storey, 1992; Aitken, 1998;

Moustafa, 2004; Agarwal et al., 2006). Ist die Plasmamembran einmal zerstort, sind die
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Spermien nicht in der Lage, diese neu zu synthetisieren (Aitken, 1989; Henkel, 2005).
Diese Schaden konnen durch eine exogene Zufuhr von oxidativen Verbindungen repro-

duziert werden (Hammerstedt, 1993).

Zwar spielen oxidative Reaktionen auch bei der physiologischen Zellfunktion eine Rolle
(De Lamirande et al, 1997; Bennetts und Aitken, 2005) und geringe Mengen ROS agieren
als Signalmediatoren (Griveau und Le Lannou, 1997; Saleh und Agarwal, 2002; Aitken et
al,, 2004; Agarwal et al., 2006), in hoherer Konzentration sind sie jedoch toxisch fiir die

Spermien (Michael et al., 2009).

Als Schutzmechanismus gegen ROS sind im Ejakulat drei Enzymsysteme aktiv: Super-
oxiddismutase, Katalase und das Glutathionperoxidase/Reduktase- System (Alvarez et
al, 1987; Jeulin et al., 1989; Alvarez und Storey, 1992; Griveau et al.,, 1995; Farstad,
2009). Sie werden bei den verschiedenen Spezies in den akzessorischen Geschlechts-
driisen gebildet und mit dem Sperma abgegeben (Gavella et al., 1996; Chen et al., 2002).
Die genaue Situation beim Hund ist noch nicht geklart (Hatamoto et al., 2006; Kawakami
et al., 2007; Beccaglia et al., 2009a). Durch Zentrifugation und Weiterverarbeitung wer-
den die Enzyme grofdtenteils entfernt und der oxidative Stress sogar noch verstarkt
(Beccaglia et al,, 2009a; Farstad, 2009). Befindet sich Eigelb im Verdiinner mindern da-
rin enthaltene Antioxidatien wie Vitamin C, E und Phosvitin eventuelle Schiaden (Far-
stad, 2009). Alternativ kann durch die Zugabe antioxidativer Stoffe die Qualitat von
Spermaportion noch weiter verbessert werden (Hammerstedt, 1993; Maxwell und Sto-
janov, 1996; Medeiros et al., 2002; Hatamoto et al., 2006; Michael et al., 2007; Michael et
al., 2009). Die beste antioxidative Wirkung korreliert dabei mit dem niedrigsten tROS
(Gesamtzahl reaktiver Sauerstoffspezies) Wert. Die Auswahl an mdéglichen Agentien ist
grofd (Watson, 2000). Die Dosierungen und Kombination verschiedener Stoffe werden

aber noch kontrovers diskutiert (Beccaglia et al., 2009a).

Bei einem Vergleich von fliissigkonserviertem Sperma ohne und mit Antioxidantien (Vi-
tamin C, N-Acetyl-L-Cysteine, Taurin, Katalase, Vitamin E und B16) zeigte die Gruppe
ohne Zusatz einen hoheren Gehalt an tROS und gleichzeitig die niedrigsten Werte der
Spermienqualitatsparameter (Michael et al., 2007; Michael et al., 2009). Von den bisher
getesteten Stoffen wiesen Vitamin E und B 16 hinsichtlich der Spermaqualitat die besten
Ergebnisse auf. Vitamin B 16 konnte dabei die Konzentration von tROS signifikant redu-

zieren (Michael et al., 2009). Zu klaren bleibt, ob den Spermien die Antioxidantiensupp-

23



lementation im weiblichen Reproduktionstrakt zugutekommt (Farstad, 2009; Michael et

al, 2009).

2.5 Bedeutung von Bakterien in nativem und konserviertem Sperma

Die bakteriologische Untersuchung des Ejakulates gehort bei der Samenverarbeitung in
der Hundezucht noch nicht zur Routinekontrolle. Jedoch wird der Drang hierhin immer
grofder, um sicher zu stellen, dass keine Krankheiten mit dem Sperma ilibertragen wer-
den (Ling et al., 1983; Johnston, 1991; Pesch et al., 2007; Goericke-Pesch et al., 2012).
Die Samengewinnung mittels manueller Stimulation ist keine sterile Technik (Kustritz et
al,, 2005). Eine gewisse bakterielle Kontamination bis zu 10# oder 10> KBE/ml (einzelne
Kolonien: bis 500 KBE/ml, niedriger Bewuchs: bis 5x 103 KBE/ml maf3iger Bewuchs: bis
2x 104 KBE/ml, hoher Bewuchs 2x 104 KBE/ml (Pesch et al., 2007; Goericke-Pesch et al.,
2012) wird als physiologisch erachtet und auch bei gesunden Hunden ohne Beeinflus-
sung der Fertilitdit des Riiden oder der Hiindin nachgewiesen (Johnston, 1991; Bju-
rstrom und Linde Forsberg, 1992; Kustritz et al., 2005; Schaefer-Somi et al., 2009). So
konnte ein mikrobielles Wachstum bei 30 % bis 80 % der klinisch unauffalligen Hunde
beobachtet werden (Schaefer-Somi et al., 2009). Im Hinblick auf die unterschiedlichen
Fraktionen enthielt das Vorsekret die hochste Keimbelastung, wahrend die 3. Fraktion
oft keimfrei war (Goericke-Pesch et al., 2011). Um die Kontamination so gering wie mog-
lich zu halten, sollten einige Hygienefaktoren beachtet werden: Der Kontakt mit Pra-
putialfliissigkeit, fraktioniertes Auffangen, keine oder dreckige Handschuhe, langes Pra-
putialhaar, alte Tiere und langere Ejakulationsdauer kénnen den Grad der Kontaminati-
on steigern (Becher et al,, 2013; Goldberg et al., 2013). Haufig isolierte Keime sind z.B. E.
coli, Staph. aureus, Klebsiella spp., Mycoplasma canis, Pseudomonas aeruginosa, Pasteurel-
la multocida, Strep. spp., Proteus mirabilis, Haemophilus spp., Corynebacterium spp. und
Moraxella spp. (Ling und Ruby, 1978; Johnston, 1991; Bjurstrom und Linde Forsberg,
1992; Pesch et al., 2006). Sie besiedeln zumeist als Kommensalen Penis, Praputium und
distale Urethra (Schaefer-Somi et al., 2009). Auch die Anzahl bakteriologisch positiver
Ejakulate und die identifizierten Keimspezies sind zwischen gesunden Hunden mit
Normospermie und Hunden mit klinisch andrologischer Symptomatik, Teratozoosper-

mie und Azoospermie gleich grofs.
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Bisher konnte lediglich flir Brucella canis ein direkter, pathologischer Einfluss nachge-
wiesen werden (Wanke, 2004; Hollett, 2006). Potentiell pathogene Bakterien, wie (-
hamolysierende Streptokokken und E. coli var. haem. sind zwar an verschiedenen uro-
genitalen Erkrankungen wie Pyometra oder Prostatitis beteiligt (Johnston et al., 2000;
Verstegen et al., 2008), ein Einfluss auf die Samenqualitdt konnte beim Hund jedoch
nicht sicher herausgestellt werden (Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007; Goeri-
cke-Pesch et al,, 2011). Es zeigte sich lediglich die Tendenz zu einem vermehrten Ge-
samtkeimwachstum bei Riiden mit klinisch-andrologischer Symptomatik und verdnder-
tem Ejakulat (Pesch et al,, 2006). Dabei war in Anwesenheit von B- und o- hdmolysie-
renden Streptokokken eine relativ hohere Anzahl an Hunden mit abweichenden Sper-
maparametern bis hin zu Praputialkatarrh zu verzeichnen. Riiden mit E. coli var. haem.
wiesen signifikant haufiger Praputialkatarrh auf (Pesch et al., 2006). Dies kann auf eine
Infektion hinweisen (Johnston, 1991) und sollte abgeklart und gegebenenfalls behandelt
werden (Smith, 2008; Schaefer-Somi et al., 2009). Die Relevanz von Mykoplasmen und
Ureaplasmen lasst sich aufgrund schwieriger quantitativer Analyse und dem Vorkom-
men bei sowohl gesunden Hunden als auch bei Hunden mit Erkrankungen des Repro-

duktionstrakts nur schwer abschitzen (Doig et al., 1981; Kustritz et al., 2005).

Die bei der Konservierung von Samen genutzten Verdiinner und Eigelb sind ein gutes
Anreicherungsmedium fiir Bakterien. Nach der Adaptation an die neuen Umweltbedin-
gungen erfolgt eine Phase des exponentiellen bakteriellen Wachstums. Nach dieser
Vermehrung folgt eine stationire oder Plateau-Phase. Werden nun keine Anderungen

vorgenommen, beginnt die Absterbephase (Althouse und Lu, 2005).

Auch die Lagertemperatur beeinflusst das Wachstum der Bakterien. Bei niedriger Tem-
peratur dndern sich die Plasmamembran-Fluiditdit und der Metabolismus der Zellen
wird herunter gefahren. Bakterien besitzen jedoch die Fahigkeit, sich an die gednderten
Umweltbedingungen zu adaptieren und so weiter zu gedeihen (Althouse und Lu, 2005).
Die resultierende, gesteigerte Vermehrung konnte einen negativen Effekte auf das
Sperma ausiiben (Appell und Evans, 1978; Rideout et al., 1982). Viele Bakterien sind zur
Fermentation von Glukose befahigt und stehen so in Nahrungskonkurrenz mit den Sa-
menzellen, verandern durch die Endprodukte den pH-Wert und die Osmolaritat und
sind zum Teil fiir eine Saure- und Gasproduktion verantwortlich (Shahiduzzaman und

Linde Forsberg, 2007; Berktas et al., 2008).
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Bei humanen Spermatozoa scheinen morphologische Veranderungen spezifisch fiir pa-
thogene bakterielle Spezies und Stimme zu sein (Huwe et al., 1998). Darunter sind unter
anderem: E. coli, Mycoplasmen, Ureaplasma urealyticum, Staph. aureus und Chlaymdien
(Erbengi, 1993; Wolff et al.,, 1993; Nunez-Calonge et al., 1998; Sanocka-Maciejewska et
al,, 2005). Diemer et al. (1996 / 2000) zeigte eine signifikante Veranderung der Motilitat
innerhalb von 4 - 6 h nach Inkubation mit E. coli (Diemer et al., 1996; Diemer et al.,
2000). Ahnliche Beobachtungen wurden zuvor bereits auch von einigen anderen Auto-
ren beschrieben (Del Porto, George B. et al., 1975; Dahlberg, 1976; Wolff et al., 1993). Als
entscheidend fiir den Grad der Verschlechterung der Spermaqualitat wird die E. coli-
Konzentration angesehen. Als Grenzwert wird ein Spermien/Bakterienverhéltnis von
1:1 angenommen (Diemer et al., 1996). Eine Ubertragung und Persistenz im weiblichen
Geschlechtstrakt konnte nicht ausgeschlossen werden (Stone et al., 1986; Diemer et al,,
1996). Der zugrundeliegende Pathomechanismus, der fiir den Qualitatsverlust verant-
wortlich zu sein scheint, basiert auf mehreren, zum Teil tiefgreifenden, ultrastrukturel-
len Schaden der Spermien durch eine Anlagerung der Bakterien liber mannosebindende
Strukturen (Wolff et al., 1993; Diemer et al., 2000). Toxische Agentien, wie die von be-
stimmten E. coli gebildeten Hamolysine oder Shiga-like Toxine und Lipopolysaccharide,
werden als ursachlich mitdiskutiert (Diemer et al., 2000; Schulz et al., 2010). Betroffen
sind oberflachliche Strukturen der Spermien, wie die Plasmamembran vom Mittelstilick
und Hals, als auch die dufdere Akrosomenmembran (Diemer et al., 2000). Die Zugabe von
Chloramphenicol verhinderte das mikrobielle Wachstum und die damit verbundene
Immobilisation der Samenzellen (Diemer et al., 1996). Eine antimikrobielle Therapie
scheint damit sowohl fiir symptomatische als auch fiir stille Infektionen angezeigt zu

sein (Diemer et al., 2000).

Auch Berktas et. al (2008) konnte einen nachteiligen Einfluss verschiedener Keime
(Enterobacter aerogenes, Staph. epidermidis, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiel-
la pneumoniae und E. coli) auf die Spermaqualitit zeigen. Die Effekte waren stark Kon-
zentrationsabhdngig, erst ab bestimmten Schwellenwerten sichtbar und nicht auf ein-
zelne Mikroorganismen zuriickzufithren. Das deutete damit eher auf eine Milieudnde-
rung durch die Bakterien hin, als auf eine direkte Interaktion bestimmter Keime (Berk-

tas et al., 2008).
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Versuche anderer Autoren fiihren die Schadigung der Spermatozoa auf eine Interaktion
mit verschiedenen Erregern (Bacteroides ureolyticus, Staph. haemolyticus und E. coli)
zuruck. Der durch die Keime und deren Toxine ausgeldste oxidative Stress verursacht
peroxidativen Schaden an der Plasmamembran und der DNA. Anschlieffend kommt es

zu apoptoseartigen Ereignissen (Fraczek et al,, 2007; Fraczek et al., 2012).

Auch beim Eber kann ein grofdes Spektrum an unterschiedlichen Keimen bis zu einer
Konzentration von 10° KBE/ml nachgewiesen werden. Ein wesentlicher Faktor ist die
Konzentration, da die meisten Keime als nicht primar pathogen gelten. Damit im Zu-
sammenhang stehen auch die Zeit und die Umweltbedingungen, denen das Ejakulat und
damit auch die Erreger ausgesetzt sind (Althouse und Lu, 2005). Fiir einige Erreger wird
zudem ein direkter, spermizider Effekt vermutet (Althouse et al., 2000). Die Rolle von E.
coli ist vergleichbar mit der Situation beim Mann. Allerdings wird eine Beeinflussung der

Spermien erst nach 36 - 48 h deutlich (Althouse et al., 2000).

Beim Schafbock wurde die Situation von Yaniz et al. (2010) tiberpriift. Die Experimente
ergaben einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von verminderter Spermaquali-
tat und dem Auftreten von Enterobakteriazeen (Yaniz et al.,, 2010). Die hochste Einfluss-
nahme zeigte E. coli, gefolgt von Enterobacter cloacae und weniger stark ausgepragt Pro-
teus mirabililis. Das verwendete Spermien/Bakterien Verhaltnis betrug anfangs 8:1, die
Aufbewahrungstemperatur lag bei 15 °C. Eine Anderung des Verhiltnisses zugunsten
der Bakterien ist deshalb anzunehmen. Die Abnahme der progressiven Beweglichkeit
erfolgte unmittelbar. Andere Parameter zeigten erst bei der ndchsten Analyse nach 24 h
eine Varianz. Gram-positive Keime, wie Staph. epidermidis und Staph. aureus verursach-

ten keine eindeutige Abnahme der Samenqualitat (Yaniz et al., 2010).

Aurich und Spergser (2007) untersuchten den Einfluss verschiedener Bakterien auf die
Vitalparameter von Hengstsperma. Die Ergebnisse weisen auf schadlichen Enfluss von
Pseudomonas aeruginosa und Strep. dysgalactiae subsp. equisimilis hin. Die Zugabe von
Staph. aureus, Strep. equi subsp. equi und Strep. equi subsp. zooepidemicus zeigte keinen

Effekt. Andere Keime wurden nicht untersucht (Aurich und Spergser, 2007).

Die Bedeutung von Entziindungszellen ist noch nicht abschlief3end geklart. Ein inflam-

matorischer Prozess des Geschlechtstrakts kann die Anzahl an morphologisch unveran-
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derten Spermien und deren Motilitdt senken (Johnston, 1991). Dabei sprechen Stockner
und Bardwick (1991) ab einer Konzentation von mehr als 2000 weifsen Blutzellen/pl im
Ejakulat von einer Infektion (Stockner und Bardwick, 1991). Und auch wenn die Anwe-
senheit von inflammatorischen Zellen haufig mit einem klinisch bedeutsamen bakteriel-
len Bewuchs assoziiert ist, konnte bei vielen Hunden (44 %) trotz hohem bakteriellen

Wachstum kein entziindliches Zellbild gefunden werden (Kustritz et al., 2005).

Eine Schlussfolgerung auf die Fertilitdt des Riiden ist durch den qualitativen Nachweis
verschiedener Keime alleine anscheinend nicht méglich. Eine starke bakterielle Belas-
tung des Ejakulates kann jedoch die Spermaqualitit mindern (Johnston, 1991; Kustritz
et al.,, 2005; Goericke-Pesch et al., 2011). Liegt eine urogenitale Infektion vor, kann diese
eine Infertilitdt zur Folge haben (L'Abee-Lund et al., 2003). Dafiir kénnen die Bakterien
selbst verantwortlich sein. Aber auch eine immunologische Antwort oder eine vermin-
derte antioxidative Kapazitit kommen hierfiir in Frage (Sanocka-Maciejewska et al,,

2005). Ein zeitlicher Einfluss wird ebenso mitdiskutiert (Schaefer-Somi et al., 2009).

Obgleich weder eine Infektion noch Infertilitit der Hiindin durch kontaminiertes Sper-
ma beschrieben wurde (Bjurstrom und Linde Forsberg, 1992), sollte vor der Verpaarung
eine Behandlung des Riiden erfolgen. Insbesondere im Fall einer vorangegangenen In-
fertilitat, eines Aborts oder urogenitaler Infektionen nach einer Paarung mit demselben

Riiden (Schaefer-Somi et al., 2009).

2.6 Zusatz von Antibiotika bei der Samenkonservierung

Verdiinner wurden speziell zur Optimierung der Umwelteinfliisse und zur Konservie-
rung von Samenzellen entworfen. Davon profitieren jedoch auch bakterielle Kontami-
nanten (Althouse und Lu, 2005). Der Einfluss von Bakterien auf die Spermien ist aller-
dings noch nicht vollends geklart (siehe oben). Deshalb geht allgemein der Rat zu einem
Antibiotikumzusatz im Verdiinner, insbesondere bei der Fliissigkonservierung. (Linde
Forsberg). Bei der Tiefgefrierkonservierung ist hingegen mit keinem weiteren Keim-
wachstum zu rechnen. Hier kann wahrscheinlich auf einen antimikrobiellen Zusatz ver-

zichtet werden (Hoffmann, 2003).
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Antibiotika greifen in verschiedene biochemische Reaktionen ein und blockieren damit
den Lebenszyklus der Bakterien. Dafiir muss jedoch eine ausreichend grof3e Menge akti-
ven Substrats des Antibiotikums vorhanden sein, welches in die Bakterien eindringen
und dort lange genug wirken kann. Ist das nicht der Fall, kbnnen neben der unvollstan-
digen Eliminierung der Keime, Resistenzen entstehen. Um eine optimale Wirkung zu
erzielen, sollten die chemisch-physikalischen Eigenschaften des Antibiotikums beachtet
werden (Althouse und Lu, 2005). Da Antibiotika im Allgemeinen bei einer Temperatur
von Uber 15 °C aktiv sind, ist ihre Wirkung in fliissigkonservierten Samen auf die Zeit-
dauer des Herabkiihlens beschrankt. Je nach Kiihlrate sind das 3 bis 6 h. Danach ist mit
keiner weiteren Wirksamkeit zu rechnen (Kayser et al., 1992; Aurich und Spergser,
2007). Desweitern spielt der pH-Wert des Verdiinners eine grofie Rolle. Gentami-
cin-Sulfat liegt z.B. bei einem pH von 6.8 nur zu 3,9 % ionisiert und damit aktiv vor (Alt-
house und Lu, 2005). Um eine entsprechende Wirksamkeit zu erzielen, muss eine hdhe-
re Antibiotikakonzentration verwendet werden. Verwendet man ein B-Lactam Antibio-
tikum, kann dieses durch B-Lactamasen von resistenten Bakterien in kurzer Zeit elimi-
niert werden und somit auch sensible Organismen nicht weiter hemmen (Korpimaki et
al, 2003). Auch die Kombination bestimmter B-Lactam-Antibiotika mit Aminoglykosi-
den kann zur gegenseitigen Inaktivierung fithren (Farchione, 1981). Selbst durch die
Aufbewahrung in Kunststoffgefafien scheint Gentamicin an Potenz zu verlieren (Mitrzyk

etal, 1996).

In den meisten kommerziellen und nicht kommerziellen Verdiinnern kommen unter-
schiedlichste Antibiotika zum Einsatz (Verstegen et al.,, 2005; Pefia et al., 2006; Shahi-
duzzaman und Linde Forsberg, 2007; Witte et al.,, 2009; Goericke-Pesch et al., 2012).
Uber deren Einfluss auf die caninen Spermien ist allerdings wenig bekannt (Wales und
White, 1962; Becher et al.,, 2013). Die Studie von Wales et al. (1962) untersuchte ver-
schiedene Konzentrationen von Penicillin, Streptomycin, Sulphanilamid, Chloromycetin,
Tetracyclinen und Sulphamezathin. Wahrend Penicillin, Streptomycin und Sulphonamid
gut von den Hunde-Spermatozoen vertragen wurden, stellten sich Chloromycetin und
einige Tetracyclin-Derivate hingegen als spermizid heraus. Die besten Resultate in Hin-
blick auf die Uberlebensfihigkeit der Spermien erbrachten Sulphamezathine und Tetra-

cyn.
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Eine dhnliche Problematik zeichnet sich in der Pferdezucht ab. Die Praputial- und Penis-
schleimhaut beherbergt verschiedenste Bakterien. Dieses normale Mikrobiom verur-
sacht bei gesunden Stuten gewohnlich keine Probleme. Eine Storung des bakteriellen
Gleichgewichts kann jedoch zu einer Uberwucherung mit z.B. Klebsiella pneumonia oder
Pseudomonas aeruginosa fithren (Aurich und Spergser, 2007; Dietz et al.,, 2007). Um
potentiell pathogenes, mikrobielles Wachstum zu kontrollieren, werden deshalb ver-
schiedene Antibiotika den Fliissigverdiinnern zugesetzt (Jasko et al.,, 1993; Dietz et al,,
2007). Dabei handelt es sich um Breitspektrumantibiotika, wie die Aminoglycoside
Gentamicin und Amikacin, auch wenn diese effektiver gegen Gram-negative aerobe Or-
ganismen wirken (Parlevliet et al., 2011). Alternativ ist eine Kombination mehrerer An-
tibiotika moglich. Beispielsweise werden Penicilline, wie Penicillin oder Ticacillin, vor-
zugsweise gegen Gram-positive Erreger eingesetzt. Polymyxin B Sulfat wirkt hingegen

auf die Gram-negativen Keime (Jasko et al., 1993).

Die Bedeutung dieser Stoffe und ihr Einfluss auf die Qualitat der Samenportionen wer-
den kontrovers diskutiert (Dean et al., 2012). Einige Antibiotika scheinen die Motilitat
der Spermien zu verringern. Insbesondere Gentamicin zeigte in einigen Studien ab einer
Konzentration von mehr als 1000 mg/1 eine gewisse Toxizitat. Auch ein Zusatz von Po-
lymyxin B-Sulfat in Konzentrationen von mehr als 1000 [U/ml sollte vermieden werden
(Jasko et al,, 1993; Varner et al., 1998; Aurich und Spergser, 2007). Der fiir die nachteili-
ge Wirkung verantwortliche Mechanismus ist jedoch unbekannt (Jasko et al., 1993). An-
dere Autoren konnten diese Beobachtungen in ihren Studien nicht nachvollziehen
(Squires et al,, 1981). Fiir Amikacin (2 mg/l, 1 mg/l, 1 mg/1) (Arriola und Foote, 1982;
Jasko et al., 1993; Varner et al., 1998), Penicillin (1000 IE/ml) (Varner et al., 1998) und
Ticarcillin (2 mg/l, 1 mg/1) (Jasko et al,, 1993; Varner et al., 1998) wurde in den verwen-

deten Konzentrationen keine Beeintrachtigung festgestellt.

Im Gegensatz dazu wird beschrieben, dass auch bei Verdiinnern ohne Antibiotikum im
Vergleich zu Verdiinnern mit antimikrobieller Komponente innerhalb von 48 bzw. 96 h
keine Verschlechterung der Samenqualitit zu verzeichnen war. Eine Pauschalisierung ist
an dieser Stelle nicht moglich (Jasko et al., 1993; Price et al., 2008). Wird der verdiinnte
Samen jedoch bei hoheren Temperaturen als 4 - 5 °C aufbewahrt, erwies sich ein Antibi-
otika-Zusatz als vorteilhaft (Vaillancourt et al., 1993; Price et al.,, 2008). Ferner wird
nicht immer eine vollstindige Eliminierung des bakteriellen Wachstums erreicht (Var-
ner et al, 1998; Dean et al., 2012). Aurich et al. (2007) konnten auch nach 48 h noch
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schadliche Effekte durch inokulierte Pseudomonas aeruginosa feststellen. Als Ursache
diskutierten die Autoren bakterielle Toxine. Eine ideale Dosis zwischen wirksamer und
schadlicher Gentamicinkonzentration konnte nicht ermittelt werden (Aurich und Sper-

gser, 2007).

Am effektivsten als Monotherapie stellten sich Gentamicin und Amikacin heraus. Durch
die Kombination von Amikain und Penicillin konnte die antimikrobielle Wirkung mit
guter Spermienmotilitat sogar noch weiter verbessert werden (Varner et al., 1998; Dietz
et al, 2007). Der Einsatz von Cephalosporinen, wie Cefquinom, mit breiterem Wirk-

spektrum zeigte in einer Studie von 2011 gute Erfolge (Parlevliet et al., 2011).

Auch beim Eber und Schafbock ist eine bakterielle Kontamination wahrend des Absa-
mens nicht vermeidbar (Althouse et al., 2000; Althouse und Lu, 2005; Yaniz et al., 2010).
Antimikrobielle Zusatzstoffe gelten deshalb als essentiell fiir fliissigkonservierten Sa-
men. Wahrend frither hauptsachlich eine Kombination aus Penicillin und Streptomycin
zum Einsatz kam, ist heutzutage Gentamicin als Breispektrumantibiotikum der meist-
verwendete Zusatz (Althouse et al.,, 2000; Salamon und Maxwell, 2000). Beim Schaf zeig-
ten Konzentrationen bis 500 mg/ml Gentamicin eine ausreichend gute antimikrobielle
Wirksamkeit (Akhter et al., 2008), ohne die Samenqualitédt zu beeintrachtigen (Yaniz et
al., 2010). Bei einer Studie beim Schwein an der University of Pennsylvania von 2003
konnte jedoch bei circa einem Drittel der gentamicinhaltigen, fliissigkonservierten Eja-
kulate noch bakterielles Wachstum gefunden werden. Die Mehrheit der isolierten Keime

waren resistent gegen Gentamicin (Althouse und Lu, 2005).

Eine neuere Studie von Becher et al. (2013) untersuchte ebenfalls die Wirkung verschie-
dener Antibiotika in fliissigkonserviertem Riidensperma. Die hier verwendete Mischung
aus bis zu 1,0 g/l Gentamicin, 0,2 g/l Tylosin, 0,6 g/l Lincomycin und 1,2 g/l Spectino-
mycin (GLTS) konnte die Mycoplasmen und Ureaplasmen-Kontamination im Schnitt
besser verringern als eine Kombination aus 0,6 g/ Penicillin und 1,0 g/1 Streptomycin.
Eine Keimfreiheit konnte aber nicht erreicht werden. Ein negativer Einfluss auf die
Spermienmotilitit war nicht zu beobachten. Es zeigte sich fiir den GTLS-Verdiinner im
Vergleich zur Kontrollgruppe allerdings ein leichter Abfall der Gesamtmotilitat. Weiter-
hin konnte fiir die Versuchsgruppen mit den hoheren Antibiotikakonzentrationen ein
schwacher Anstieg der membran-defekten Spermien nachvollzogen werden. Von einem
routinemafdigen Einsatz solch hoher Antibiotikakonzentrationen wird daher abgeraten

(Becher etal,, 2013).
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

In der folgenden Abbildung Abb.1 soll das Vorgehen bei der experimentellen Versuchs-

durchfithrung schematisch dargestellt werden.

Ejakulatpool

Verdiinnung auf

100Mio/ml mit:
|
1 1 1 1
VD1 VD 2 VD 3 VD 4

0 mg/1 Genta 20 mg/1 Genta* 100 mg/1 Genta* 200 mg/1 Genta*

] + BK O [ + BK 0 [ +BK 0 | +BK 0
0 KBE/ml 0 KBE/ml 0 KBE/ml 0 KBE/ml

+BK 1 | +BK 1 | +BK 1 | +BK 1

500 KBE/ml 500 KBE/ml 500 KBE/ml 500 KBE/ml
+BK 2 +BK 2 +BK 2 +BK 2

5x 105KBE/ml | | 5x105KBE/ml | | 5x105KBE/ml | | 5x 105 KBE/ml

* Tatsachliche Gentamicin-Endkonzentration durch die Verdiinnung niedriger

Abbildung 1:  Schematische Ubersicht iiber den Versuchsaufbau und die Zusammen-
setzung der 12 Testansatze. Dabei enthalten die Verdiinner die genann-
ten Gentamicinkonzentrationen. Durch Zugabe von BK 1 und BK 2 bzw
ohne weitere Inokulation (BK 0) wurden die Testansatze auf die aufge-

fiihrter ECH-Konzentration eingestellt.

Die kurz hintereinander gewonnenen Spermaportionen von jeweils zwei bis drei Riiden
wurden gepoolt, um eine Gesamtspermienzahl von mindestens 1,2 Mrd. Spermien zu

erhalten. Nach einer Entnahme von 1 - 2 ml fiir die mikrobiologische Untersuchung des
32



nativen Keimspektrums, wurde das Ejakulat in insgesamt 12 Testansatze aufgeteilt. Die-
se setzen sich aus einer Matrix von vier gleichartigen VD (CaniPlus Chill®) mit darin
enthaltenen verschiedenen Gentamicinkonzentrationen (0, 20, 100 und 200 mg/l &
VD 1- VD 4) zusammen. Die tatsachliche Gentamicin-Endkonzentration der Testansatze
lag durch das Vermischen von Verdiinner und Sperma unter diesen Werten (siehe 3.5.4).
Hinzu kamen drei unterschiedliche Escherichia coli variatio haemolytica Konzentratio-
nen (ECH) (0, 500 und 5x 10°KBE/ml). Jede Verdiinnervariante wurde mit jeder
Keimkonzentration versetzt. Um {ber die Versuche eine moglichst konstante
Bakterienkonzentration (BK) zu verwenden, wurden die vorbereiteten und
tiefgefrorenen Bakterien dabei bis zur Zugabe permanent auf Eis gelagert. Die Spermien,
VD und Gegenstidnde, die mit den frischen Ejakulat in Kontakt kamen, wurden auf
Heizplatten bei 37 °C warmgehalten, um einen eventuellen Kalteschock der Spermien
und ein dadurch bedingtes vermehrtes Absterben zu verhindern. Die Gefifde und
Verbrauchsgegenstinde, die wahrend der Versuche genutzt wurden, wurden zuvor
eingeschweifst und sterilisiert. Hierdurch sollte eine verfalschte und vermehrte

Keimbelastung ausgeschlossen werden.

Die 12 entstandenen Testansatze wurden direkt nach ihrer Vermischung (Zeitpunkt 0)
auf Viabilitatsparameter der enthaltenen Spermien untersucht, um den Referenzwert
fiir die Probe festzustellen. Dabei kamen neben der Computer-assistierte Spermienana-
lyse (CASA) auch ein hypoosmotischer Schwelltest (HOS-Test), eine auf Eosin
basierende Lebend-Tot-Farbung (Eosin-Ausstrich), und die Spermac®-Farbung zur
Beurteilung der Morphologie zum Einsatz. Anschliefend wurden die Testansdtze bei
4°C in einer Isolierbox im Kiihlschrank gelagert, um ein langsames Abkiihlen zu

gewahrleisten. Weitere Untersuchungen fanden nach 24 h, 48 h und 72 h statt.

Die bakteriologische Untersuchung setzte sich aus der qualitativen Bestimmung des
nativen Mikrobioms der Ejakulate vor der Weiterverarbeitung, einer quantitativen
Bestimmung der zugegebenen BK zum Zeitpunkt O und der Verlaufskontrolle zu den
jeweiligen Untersuchungszeitpunkten zusammen. Um eine Weitervermehrung der
Bakterien zu verhindern, wurden die Proben nach Entnahme bis zur weiteren
Verarbeitung im Landesbetrieb Hessisches Landeslabor (LHL) kontinuierlich auf Eis

gelagert.

Fir die Nativkontrolle wurde die frisch gewonnene Probe mittels Bakterientupfer

sowohl auf Gassner- als auch auf Blut-Agar ausgestrichen und nach 24 h und 48 h auf
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Keimwachstum kontrolliert. Zudem fand eine 24-stiindige Anreicherung in BHI (Hirn-
Herz-Bouillon; 10 ml) statt, von welcher ebenfalls eine Ose auf Blut- und Gassner-Agar
ausgestrichen wurde. Gefundene, phanotypisch unterschiedliche Keime wurden isoliert,
auf neuen Agarplatten ausgestrichen und liber 24 h bei 37 °C weiter bebriitet. Die
endgiiltigen Identifizierung der Kolonien fand mithilfe eines MALDI-TOF-Biotypers

(Massenspektrometrie) statt.

Um Varianzen in den Phiolen der zwei vorbereiteten BK auszuschliefden, wurden diese
ebenfalls quantitativ untersucht. Nach Zugabe zu den einzelnen Testansidtzen wurden
die Reste aus den Phiolen auf jeweils 5 Blut-Agarplatten mit Hilfe des
Agargussverfahrens ausgestrichen. Nach 24 h Bebriitung bei 37 °C erfolgte die

quantitative Auswertung.

Um die Wirksamkeit der einzelnen Gentamicinkonzentrationen der VD1 - VD 4 zu
tiberpriifen, wurde zu jedem folgenden Untersuchungszeitpunkt (24, 48, 72 h) eine
200 pl-Probe der Testansatze abgefiillt, auf Eis zwischengelagert und spater im
Agargussverfahren zu je 100 pl in Gassner- und Blut-Agar eingegossen. Eine quantitative

Auswertung erfolgte nach 24 h Bebriitung bei 37 °C.

3.2 Experimentelle Kontamination mit ECH

3.2.1 Auswahl des Keims

Bei mikrobiologischen Untersuchungen von Riidensperma (Pesch et al., 2006) konnte
eine hohe Inzidenz von verschiedenen Gram-positiven Keimen, insbesondere Staphylo-
kokken und Streptokokken, und Gram-negativen Bakterien, wie E. coli, festgestellt wer-
den. Das alleinige Vorkommen dieser Erreger stellt jedoch kein Pathogenititsanzeichen
dar. Der verwendete Escherichia coli var. haem. (ECH)- Stamm wurde vom Institut fiir
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Giefien bereitgestellt. Er ent-
stammt der Stammsammlung (Nr. 18290, Tgb Nr. P5716/11) und wurde aus einem Va-
ginaltupfer einer Hiindin isoliert. Dieser Stamm wurde gewahlt, da er aufgrund seiner
Herkunft realistisch die Situation in vivo reprasentiert und potentiell pathogen sein

konnte, wodurch eine sichere Elimination wiinschenswert ist. Da Gram-negative Keime
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wie E. coli sowohl auf Blut- als auch auf Gassner-Agar angeziichtet werden koénnen,
ergibt sich die Moglichkeit, bei der quantitativen Analyse die iatrogen zugesetzten Bak-
terien von eventuellen Gram-positiver Begleitkeimen zu unterschieden. Zudem ist eine
phanotypische Unterscheidung von anderen Erregern bedingt moglich. Nicht zuletzt
stellt auch das anspruchsarme und schnelle Wachstum einen Vorteil in der Anzucht und
Konservierung des Keims dar. Eine Stabilitit gegen Umwelteinfliisse, wie das etwaige
Einfrieren, und kurze Teilungsintervalle sind weitere Eigenschaften, die fiir die Verwen-

dung von E. coli sprechen.

3.2.2 Keimdichtebestimmung der ECH-Suspensionen

Zur Keimdichtebestimmung wurden in dieser Arbeit zwei Methoden angewandt: Das

Agargussverfahren und das Oberflachenverfahren mittels Spiralplattierer.

Mit dem Oberflichenverfahren mittels Spiralplattierers (EasySpiral® Dilute, Inter-
science) wurde die ECH-Konzentration bei der Herstellung der einzelnen BK 1 und BK 2
untersucht. Durch das selbststandige und automatisierte Anlegen einer Verdiinnungs-
reihe konnte schnell und einfach bei einer unbekannten ECH-Suspension die genaue
Keimzahl bestimmt werden (Gilchrist et al., 1973). Nach dem ausplattieren auf die Agar-

platten erfolgte eine Bebriitung im Warmeschrank bei 37°C iiber 24 Stunde.

Die quantitative Auswertung erfolgte mithilfe der dem Gerdt beigelegten Zahl-
Schablone. Diese bestand aus einem kreisformigen Plastikring mit aufgedruckten, zent-
ripetal kleiner werdenden Kreisen (Sektoren), wobei der dufierste die Grofie einer
90 mm Agarplatte aufwies. Zwei weitere, durch den Mittelpunkt laufende Linien, viertel-

ten die Kreise (Abb. 2).
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Zahlschablone des Spiralplattierer (Easy-

Spiral® Dilute, Interscience)

Zum Auszahlen legt man die Schablone auf die Agarplatte und zahlt die Kolonien in je-
weils gegeniiberliegenden Vierteln aus. Es miissen pro Viertel mindestens 20 Kolonien
gezahlt werden. Sind weniger Kolonien vorhanden, ist die Anzahl der Kolonien auf der
gesamten Agarplatte auszuzdhlen. Berechnet wird nun die Keimdichte in Kolonie-

bildenden-Einheit je Milliliter Ausgangssuspension mit der folgenden Formel:
KBE/ml = [(A1+A2)/Vsektor X 1000] x Vy

Die Variablen sind dabei wie folgt definiert: A1,z ist die Anzahl ausgezahlter Kolonien je
Viertel, Vsektor ist eine Konstante, die den Einfluss des Sektors beachtet und Vv ist der
Grad der Verdiunnung der Bakterien-Suspension durch den Spiralplattierer, die der

Agarplatte zugrunde liegt.

Fir die Keimzahlbestimmung in den einzelnen Testansatzen und der quantitativen Kon-
trolle der zugesetzten ECH-Konzentrationen wurde das Agargussverfahren angewandt.
Der Spiralplattierer konnte aufgrund des notwendigen Mindestvolumens von 1 ml nicht
verwendet werden. Im Agargussverfahren wurden die ECH-Proben bzw. die Testansat-
ze, nativ oder nach einer Verdiinnungsreihe, in eine leere Petrischale pipettiert und mit
12 ml fliissigem Agar iibergossen. Dieser wurde kurz zuvor angefertigt und, um nicht zu
erstarren, auf 48 °C gehalten. Unter stetigem Schwenken kiihlte der Agar bis zum Erstar-
ren ab. Die Bebriitung fand bei 37 ° fiir 24 h im Inkubator statt. Anschliefend wurden
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die gewachsenen Kolonien auf einer Agarplatte ausgezahlt und entsprechend des einge-
setzten Volumens der Proben und der Verdiinnung die Keimdichte (KBE/ml) in dieser

bestimmt (Grainger und Hurst, 2016).

3.2.3 Vorversuch zum Tiefgefrieren einer ECH-Suspension

Um in den Hauptversuchen auf homogene ECH-Suspensionen zuriickgreifen zu konnen,
diese in den Vorversuchen zundchst konserviert. Hierfiir stand Tiefgefrieren mit oder

ohne anschliefender Lyophilisation zu Verfiigung.

Zwar bietet das Lyophilisieren insbesondere durch sehr lange Lagerung bei Kiihl-
schrank- oder Raumtemperatur und schonende Konservierung grofde Vorteile, ist jedoch
mit einem hohen Mehraufwand an Zeit, Material und Technik verbunden. Da sich zudem
in diesem Vorversuche zeigte, dass einfaches Einfrieren bei -80 °C ebenso gute Erfolge

ermoglichte, wurde auf diesen Schritt verzichtet.

Beim Einfrieren stellt die Eisbildung das grofidte Schadigungspotential fiir Zellen dar
(Mazur et al., 1972). Um diese Schaden zu minimieren, wurden die Bakterien in ein Ge-
frierschutzmittel tiberfiihrt. Dabei erwies sich eine nach dem Vorbild eines Gefriertrock-
nungsschutzmittels hergestellte Losung am effizientesten (Martin Senz, 2012). Die Lo-
sung wurde speziell fiir den Versuch im LHL angefertigt. In 158 ml destilliertem Wasser
wurden 8 g Laktose, 8 g Saccharose 8 g Maltose und 18 g Magermilch gel6ést und an-
schliefSend autoklaviert. Nach Abkiihlung erfolgte eine eintdgige Lagerung im Kiihl-
schrank bis zur Verwendung. Zur Uberpriifung der Schutzlésung wurde ein Vorversuch
durchgefiihrt. In einem Anreicherungsschritt, dhnlich dem des Hauptversuchs wurde
eine ECH-Suspension hergestellt, welche anschlief3end in zwei Etappen (1:50 und 1:100)
mithilfe des hergestellten Gefrierschutzmediums verdiinnt wurde. Unmittelbar vor dem
Einfrieren von je 1 ml dieser hergestellten ECH-Suspension in Injektionsflaschen (2R)
und nach einem Verbleib von 48 h bei -80 °C, erfolgte eine quantitative Analyse. Hierfiir
wurde mit dem Spiralpalttierer (siehe 3.2.2) nach einer 1:10 Verdiinnung je 100 pl auf 4

Blut-Agarplatten ausplattieren. Die Auswertung ergab folgende Ergebnisse:
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Tabelle 3: Mittelwerte der Versuchsergebnisse zum Einfluss des Tieffrierens auf
eine mit Gefrierschutzmedium versetzte ECH-Suspension; je 4 Stich-
proben vor und nach dem Gefrierprozess, Auplattierung und Verdiin-

nung mittels Spiralplattierer (EasySpiral® Dilute)

Untersuchungzeitpunkt Durchschnittliche* Anzahl an ECH-Kolonien in 100 pul Probe,

Verdiinnt 1 : 10; Durchschnittwerte aus Vierfachansatzen

Vor der Tiefkiihlung 1,9x 104 1,9x 104 2,0x 104 2,1x 104
KBE/ml KBE/ml KBE/ml KBE/ml
Nach 48 h Tiefkiihlung 1,7x 104 2,0x 104 1,8x 104 1,1x 104
KBE/ml KBE/ml KBE/ml KBE/ml

* Berechnung mit Hilfe der in 3.2.3 erlauterter Schablone und Formel

Die durchschnittliche Sterberate betrug damit circa 17 %. Das Einfrieren geschah ohne
weiteren Zwischenschritt, wobei die mit 1 ml ECH-Suspension gefiillten Glasphiolen von

nahezu Kihlschranktemperatur direkt auf -80 °C herabgekiihlt wurden.

3.2.4 Konzentrationseinstellung der ECH-Suspensionen

Der genannte ECH-Stamm, der in den Versuchen zum Einsatz kam, wurde als Ausstrich
auf Blut-Agar vom Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere kultiviert
und fiir die weitere Aufarbeitung an den LHL in Gief3en iibergeben. Zunachst erfolgte die
erneute Subkultivierung mittels Dreidsenausstrich (Grainger und Hurst, 2016) auf Blut-
Agar, um eine moglichst frische Kultur zur weiteren Anzucht zur Verfiigung zu haben.
Diese wurde bei 37 °C iiber Nacht inkubiert und danach abgeerntet. Dabei wurden mit-
hilfe einer sterilen Einmal6dse drei morphologisch gut ausgepragte und abgegrenzte Ko-
lonien von der Blutplatte entnommen und in kommerziell angefertigte 10 ml BHI sus-
pendiert. Nach sechsstiindiger Bebriitung wurde eine 4 ml-Probe der Anreicherungs-
bouillon entnommen und die restliche Suspension im Kiihlschrank gelagert, um eine
Weitervermehrung der Bakterien zu verhindern. Mit einem Spiralplattierer erfolgte nun
eine quantitative Bestimmung der ECH-Keimzeahl. Automatisiert wurde von dem Gerat
eine Verdliinnungsreihe (Medium: 0,85 % NaCl-Losung) angelegt (10-1 bis 10-°). Um Ma-

terial zu sparen, wurden lediglich die Verdiinnungsstufen 10-¢ bis 10-2 auf vier entspre-
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chende Blutplatten ausplattiert. Die Inkubation wurde tiber Nacht bei gleichen Bedin-

gungen wie zuvor vorgenommen.

Die Ergebnisse dieses Anreicherungsschritts sind in der folgenden Tab. 4 aufgefiihrt. Die
Verdiinnungen 10-¢ und 10-° wurden dabei aufgrund zu hoher bzw. zu niedriger Keim-

zahlen nicht weiter ausgewertet.

Tabelle 4: Anzahl der ECH-Keimdichte in der BHI nach Anreicherung; Verdiinnung
und Ausplattieren auf Blut-Agar mittels Spiralplattierer (EasySpiral®
Dilute)
Ausgezahlte Ver- | arithmetischer Gezahlte und hochgerechnete* ECH-
diinnungsreihe Mittelwert Konzentration, Vierfachansatz
1x 107 #=1,2x109 9x 108, 1,4x 109 1,1x 109 1,3x 109
KBE/ml KBE/ml
1x 108 @#=1,5x10° 2x 109 1,8x 109, 9% 10, 1,2x 109
KBE/ml KBE/ml

*Berechnung mit Hilfe oben erlauterter Schablone und Formel

Als nachstes erfolgte ein Aufteilen der ECH-Suspension in zwei unterschiedliche Gefafie:
fir eine hoher- als auch niedriger-konzentrierte Suspension. Um die angestrebte hohe-
re Endkonzentration von 5x 105 KBE/ml in den jeweiligen Testansitzen zu erreichen
und ohne grofiere Volumina hinzugeben zu miissen, sollten die dafiir vorgesehenen Phi-
olen eine Bakteriendichte von 1x 107 KBE/ml aufweisen. Dies entspricht 50 ul Bakte-
rien-Suspension auf 950 pl mit VD versetztem Sperma. Analog wurden fiir die niedriger
konzentrierte Bakterien-Suspension (500 KBE/ml) Phiolen mit der Dichte von
1x 104 KBE/ml angestrebt. Hiervon konnen ebenfalls 50 pl auf 950 pul mit VD versetzten

Sperma pipettiert werden.

Um dem durch das Einfrieren verursachten Absterben der Bakterien entgegenzuwirken,
wurde bei der Weiterverarbeitung eine Absterberate von ~20 % einkalkuliert. Diese

wurde in Vorversuchen ermittelt (siehe 3.2.3)

Flir die einzelnen Verdiinnungsschritte von der Anreicherung bis zur endgiiltigen Kon-
zentration wurde eine magermilchhaltige-Losung (siehe 3.2.3) verwendet, die spater
auch die Bakterien beim Einfrieren schiitzen sollte. Fiir die Herstellung der hoheren
ECH-Konzentration BK 2 (5x 105 KBE/ml) wurde zunichst 1 ml Bakterien-Suspension

aus der Anreicherung in 9 ml magermilchhaltige-Lésung und anschlief3end hiervon 5 ml
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in weitere 45 ml magermilchhaltige-Losung pipettiert (~ 1x 107 KBE/ml). Zum Einstel-
len der niedrigeren ECH-Konzentration BK 1 (500 KBE/ml) erfolgte zuvor noch eine
1:1000 Verdunnung. Dazu wurde 1 ml Bakterien-Suspension in 9 ml Peptonwasser pi-
pettiert und aus dem 10 ml Mix 1 ml heraus pipettiert und mit 9 ml magermilchhaltiger
Losung versetzt. Der letzte Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt

(~ 1x 10* KBE/ml).

Vor und nach jedem Pipettierschritt wurden die Reagenzglaser mittels Reagenzglasmi-
xers aufgeschiittelt, um eine moglichst homogene Verteilung der Bakterien in den Sus-

pensionen zu erhalten.

3.2.5 Tiefgefrieren der unterschiedlichen ECH-Suspensionen

Nach Herstellung von ECH-Suspensionen mit der jeweiligen Bakterienkonzentration zu
je 50 ml wurden diese zu je 1 ml in Lyophilisier-Phiolen umgefiillt und bei -80 °C einge-

froren.

Nach dem Einfrieren wurden zur ECH-Vitalitatskontrolle stichprobenartig einzelne Phi-
lonen auftaugetaut und ausgestrichen. Zur besseren Auswertbarkeit und aus prakti-
schen Griinden wurden die einzelnen ECH-Suspensionen zuvor noch verdiinnt (1 :40
bzw. 1: 2x 104): Der niedrigen ECH-Konzentration wurden zuerst 3 ml 0,85 % Natrium-
chlorid Losung beigemischt und anschlief3end eine 1:10 Verdiinnung vorgenommen. Der
hohen ECH-Konzentration wurde 1 ml 0,85 % Natriumchlorid Losung zugegeben und
danach 1:10%verdiinnt. Fiir die Auswertung wurden 100 pl in Blut-Agar im Agargussver-
fahren gegossen. Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der gewachsenen Kolonien

sind in der folgenden Tab. 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Anzahl der Kolonien der stichprobenartigen Auftaukontrolle der ange-
fertigten ECH-Suspensionen (BK 1 und BK 2); jeweils 4 Phiolen zu vier
verschiedenen Zeitpunkten: 1, 3, 7 und 14 Tage.

Lagerungsdauer Anzahl an Kolonien

bei -80 °C in 100 pl der beiden ECH-Suspensionen*

(Tage) Suspension (BK 1) Suspension (BK 2)
niedrige Keimdichte hohe Keimdichte

1:40 verdiinnt 1:2x 104 verdinnt

1 201, 200, 192, 254 85,80, 83,91

3 195, 215, 180, 191 75, 85, 85,75

7 209, 241, 191, 216 60, 61, 76, 69

14 182, 209, 228, 207 67,76,75, 80

*ermittelt im Oberflachenverfahren auf Blut-Agarplatten (Vierfach-Ansatze)

In diesen vorbereiteten und eingefrorenen ECH-Suspensionen konnte iiber einen Unter-
suchungszeitraum 14 Tagen eine konstante Anzahl an KBE/ml nachgewiesen werden.
Die  durchschnittliche = ECH-Konzentrationen lag bei 8x104KBE/ml bzw.
1,5x 107 KBE/ml und damit hoher als berechnet (1x 107 KBE/ml bzw. 1x 104 KBE/ml).

Zum Erreichen der gewiinschten Endkonzentrationen in den einzelnen Testansdtzen
war folglich eine Verdiinnung notwendig. Zu 1 ml der niedrig-konzentrierten ECH-
Suspension wurden nach dem Auftauen vor den einzelnen Versuchsdurchlaufen 3,5 ml
VD 0, welcher auch zum Verdiinnen des Ejakulates verwendet wurde, hinzugegeben.
Anschlief3end wurden hiervon 25 pl in die dazugehorigen, Testansdtzen von 975 pl pi-
pettiert. Zu 1 ml der hoch konzentrierten ECH-Suspension wurden 0,5 ml VD 0 einpipet-
tiert und ein Volumen von 50 pl bei den entsprechenden Testansatzen mit 950 pl ver-

wendet.

3.2.6 Quantitative Kontrolle zugesetzter ECH-Suspensionen

Zur Bestimmung der tatsachlich zugegebenen ECH-Konzentration zu den einzelnen Tes-

tansatzen und dem Ausschluss grofder Inhomogenitit wurden die Keimdichten der ver-
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wendeten ECH-Suspensionen (BK 1 und BK 2) ebenfalls bei jedem Versuchsdurchlaufen
kontrolliert. Dafiir wurden nach Entnahme der fiir die Testansadtze bendétigten Volumina
die tibrig gebliebenen Mengen aus den einzelnen Phiolen im Eiswasser gelagert um eine
weitere Keimvermehrung zu verhindern und spater auf Agarplatten angeziichtet. Um
Zahlbarkeit und Versuchsnahe zu gewahrleisten, wurde von der niedrigen mit 3,5 ml VD
versetzten Konzentration (8x 104 KBE/ml), welche fiir die Testansdtze mit 500 KBE/ml
verwendet wurde, eine 1:10 Verdiinnung angefertigt und anschliefdend je 25 ul in acht
leere Petrischalen pipettiert. Die hohe Konzentration (1,5x 107 KBE/ml) wurde zuerst
auf 1:1000 verdiinnt, anschliefRend wurden je 50 ul in ebenfalls 8 Petrischalen iiber-
fiihrt. Die Verdiinnung erfolgte in Zehnerschritten durch das Vermengen von 1 ml Bak-
terien-Suspension mit 9 ml gepufferten Peptonwasser. Wie bei der Analyse der Testan-
sdtze wurde auch hier das Gussagarverfahren angewandt. Je 5 Schalen der niedrigen

und 5 Schalen der hohen Konzentration wurden mit Agar gefiillt.

Tabelle 6: Zahlergebnisse und errechneter Mittelwert der in den Versuchsdurch-
laufen 1 - 5 verwendeten ECH-Suspensionen (BK 1 und BK 2) zur Uber-

prifung der eingesetzten Keimdichte in den Versuchsdurchlaufen

Anzahl an Kolonien (KBE)

Versuchsdurchlauf In den beiden ECH-Suspensionen*

25 ul der1:10 verdiinnten | 50 plder 1:2x 104 ver-

Suspension diinnten Suspension
(BK 1) (BK 2)

1 30, 38, 37, 21, 47 ?34,6 | 18,36, 31, 22,24 | 326,2
2 32,37,37,20,30 ?31,2 | 33,37,44,42,26 | 336,4
3 41, 30, 34, 38, 34 ?¥35,4 | 35,51, 27,28,34 | 335,0
4 52,30,41, 25,31 #36,4 | 36,42,53,61,31 | 344,6
5 28, 44, 26, 31, 35 ?#32,8 | 38,49,58,49,42 | 347,2

*ermittelt im Agargussverfahren mit Blut-Agarplatten (Flinffach-Ansatze)

Die so ermittelte und auch fiir die einzelnen Testansiatze angenommene ECH-
Konzentration liegt damit zwar zumeist unter den Erwartungen jedoch in einem akzep-

tierten Rahmen.
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3.3 Auswahl der Spenderriiden

Die fiir die Versuche genutzten Ejakulate wurde im Zeitraum von Juli bis September
2013 in der Klinik fiir Geburtshilfe Gyndkologie und Andrologie der JLU-Gief3en im
Rahmen der andrologischen Untersuchung gewonnen. Es kamen 11 gesunde Riiden aus
privater Haltung zum Einsatz. Aufgrund des hohen Spermabedarfs von mindestens 1,2
Milliarden Spermien pro Versuchszyklus, wurden vier mal zwei Ejakulate und einmal
drei Ejakulate gepoolt. Eine wiederholte Nutzung eines Riiden fand nicht statt. Die Ras-

senverteilung ist in folgender Tab. 7 dargestellt. Das Alter der Riiden wurde nicht doku-

mentiert.

Tabelle 7: Auflistung der im Versuch abgesamten Riiden
Hunde Rasse Versuchsdurchlauf | Zuchtnutzung
Nr.
1 Bernhardiner 1 Ja
2 Beagle 1 Nein
3 Gordon Setter 2 Ja
4 English Setter 2 Nein
5 Mops 2 Nein
6 Bernhardiner 3 Nein
7 Mops 3 Nein
8 Bull-Mastiff 4 Nein
9 Australian Shepherd 4 Nein
10 Golden Retriever 5 Ja
11 Golden Retriever 5 Ja

Die Hunde befanden sich in einem guten bis sehr guten Pflege- und Erndhrungszustand
und wiesen keine Anzeichen einer Erkrankung auf. Die durchgefiihrte Adspektion und
Palpation der Geschlechtsorgane blieb ebenfalls ohne besonderen Befund. Keiner der

Hunde erhielt zum Zeitpunkt der Absamung oder zuvor Antibiotika oder zeigte bei der
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Absamung Blutbeimengungen in den einzelnen Fraktionen des Ejakulats, was ein Hin-
weis auf Prostataveranderungen sein und damit einen Einfluss auf die Ergebnisse haben

kann.

3.4 Gewinnung der Riidenejakulate

Die Ejakulate der Riiden wurden jeweils montagmorgens in der Kleintierabteilung der
Klinik fir Geburtshilfe Gynakologie und Andrologie der JLU-Gief3en in einem ruhigen,
storungsfreien Raum gewonnen. Zur Stimulation war entweder eine Hiindin in Standhit-
ze anwesend oder dem Riiden wurden Tupfer einer laufigen Hiindin vorgehalten. Durch
manuelle Masturbation, wie von Pesch et al. (2007) beschrieben, wurde der Samen frak-
tioniert in drei sterile, vorgewarmte Tulpengldser gewonnen. Um eine Kontamination
des Samens mit Keimen des Praputiums zu vermeiden, wurden bei der Entnahme sterile
Einmalhandschuhe getragen und der Kontakt des Penis mit dem Auffanggefafd vermie-

den. Das Absamen der Riiden erfolgte stets von der linken Seite.

Der in der Praputialhéhle liegende Bulbusschwellkérper wurde durch Massieren solan-
ge stimuliert, bis es zu einer Teilerektion kam. Bei den nun folgenden Friktionsbewe-
gungen begann der Rude die Glans Penis auszuschachten, wobei es zum Abspritzen von
Vorsekret kam. Danach wurde mit linkem Zeigefinger und Daumen das Praputium liber
den sich ,aufknotenden Bulbus zuriickgestreift und dieser dahinter ringférmig um-
schlossen. Die Abgabe der spermienreichen Fraktion erfolgte unter weiter andauernder
pulsatiler Massage bei vollstindiger Erektion. Dem Umsteigen durch eine Drehung des
Riidden um 180 ° wurde mit einem Drehen des Penis nach caudoventral entgegenge-
kommen. Der nun zwischen den Hinterbeinen nach caudal zeigende Penis wurde weiter
unter leichtem Zug mit der Hand fixiert, um das ,Hangen“ nach dem Deckakt zu imitie-
ren, wahrend das Prostatasekret in einem dritten Tulpenglas aufgefangen wurde. Sobald
der Penis erschlaffte und die Erektion zum Erliegen kam, wurde der Penis losgelassen
und ein reibungsloses Zuriickverlagern des Penis in die Praputialhohle kontrolliert

(Busch und Bader, 2001).

Bei allen Riiden konnte ein vollstandiger Ablauf der Reflexkette beobachtet werden. Ein
fraktioniertes Auffangen des Ejakulates in Vorsekret (klare, erste Fraktion), spermien-
reiche Fraktion (milchig triibe zweite Fraktion) und Prostatasekret (klare, wassrige drit-

te Fraktion) war moglich. Die Absamung aller zwei bis drei Riiden eines Versuchsdurch-
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laufs erfolgte unmittelbar nacheinander. Bis zur Weiterverarbeitung und wahrend der
zweite beziehungsweise dritte Riide flir den Versuchdurchlauf abgesamt wurde, lager-
ten die gewonnenen Ejakulate im Labor auf 37 °C warmen Heizplatten, wo auch die Wei-

terverarbeitung erfolgte.

3.5 Beurteilung der Nativejakulate und weitere Aufarbeitung

3.5.1 Makroskopische Beurteilung

Die grobsinnliche Priifung des Ejakulates umfasste insbesondere die Parameter Ausse-
hen, Konsistenz, Geruch und Volumen. Das Volumen wurde fiir die einzelnen Fraktionen
separat ermittelt. Das Aussehen des Ejakulates, bestimmt durch Farbe und Konsistenz,
steht im engen Zusammenhang mit der Spermienzahl pro Mikroliter (Dichte) der Probe.
Etwaige Beimengungen, wie Blut oder Eiter, verandern das Aussehen ebenfalls. Als
Normalbefund wurde eine milchig bis molkige Konsistenz und eine weifde bis elfen-
beinweifde Farbe gewertet. Der Geruch sollte tierartspezifisch bis geruchslos sein. Ab-
weichungen kénnen durch Beimengungen von Urin oder anderen Verunreinigungen
zustande kommen und héatten wie andere Abweichungen vom Normbefund zum Aus-

schluss der Probe gefiihrt (Busch und Bader, 2001; Hoffmann, 2003).

3.5.2 Vorwirtsbeweglichkeit und Dichtebestimmung

Um die Tauglichkeit der Probe fiir die Versuche festzustellen, wurden die Ejakulate mik-
roskopisch auf ihre Vorwartsbeweglichkeit untersucht. Sperma ohne oder mit vermin-

derter Beweglichkeit wurde von den Versuchen ausgeschlossen.

Zur Dichtebestimmung wurde nur die spermienreiche Fraktion des Ejakulates herange-
zogen, da dieses auch spater weiter verwendet werden sollte. Die Fraktion 1 und 3 wur-
den auf das Vorhandensein von Spermien kontrolliert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer, welche nach Uberpriifung der korrekten Positionierung
des Deckglaschens mit Ausbildung des Newton-Lichtinterferenzmusters, mit einer 1:200
Verdiinnung (5 pl Sperma in 995 pl Wasser) befiillt wurde. Anschliefend wurden unter
dem Mikroskop mit Phasenkontrast bei 400-facher Vergréfderung in flnf ,mittleren”

Quadraten (entsprechend 80 Kleinstquadraten) Spermienkdpfe ausgezahlt. Gewertet
45



wurden Képfe innerhalb sowie auf den linken und unteren Begrenzungslinien befindli-
cher Spermien (Busch und Bader, 2001; Hoffmann, 2003). Die Dichte konnte dann mit
folgender Formel ausgerechnet werden: Die Variable Gsperm definiert die Gesamtzahl der
ausgezahlten Spermien in 80 Kleinstquadraten, die Variable V(200y die Verdiinnung, wel-

che in diesem Fall den Wert 200 hat.

Dichte (Anzahl/pl) = Gsperm + 80 x V(200) x 4000

Die errechnete Dichte wurde nun mit dem Volumen der spermienreichen Fraktion des

Ejakulates multipliziert, um die Gesamtzahl der Spermien in dieser Fraktion zu erhalten.

3.5.3 Poolen und Portionierung

Um eine, flr die einzelnen Versuchsdurchlaufe ausreichend hohe Gesamtspermienzahl
von 1,2 Mrd. Spermien zu erhalten, war es notig, die Ejakulate von mindestens zwei Rii-
den zu poolen. Nach der Bestimmung der Dichte und der Spermiengesamtzahl wurden
von den kurz nacheinander gewonnenen Ejakulaten entsprechende Volumina zusam-
menpipettiert. Der so entstandene Ejakulatpool wies eine ausreichend hohe Dichte und
Menge auf, um weiter portioniert zu werden. Jeder Testansatz sollte nach Zugabe des VD

eine Enddichte von 100 Mio. Spermien/ml beinhalten.

3.5.4 Zugabe unterschiedlicher Verdiinner und Bakterien-Suspensionen

Zuerst erfolgte die Zugabe der auf 37 °C erwarmten Verdiinner VD 1 bis VD 4. Die Men-
gen wurden so berechnet, dass alle vier Reagenzglaser mit einer Konzentration von circa
100 Mio. Spermien/ml und mindestens 3 ml Gesamtvolumen geftillt werden konnten.
Das Sperma:Verdiinner-Verhaltnis sollte dabei 1:2 nicht liberschreiten, sodass mindes-
tens so viel VD wie Sperma vorhanden war. Anschlief3end wurden aus jedem der 4 Rea-
genzglaser je einmal 1000 pl (1), einmal 975 pl (2) und einmal 950 pl (3) in Eppendorf-
Reaktionsgefafde pipettiert. Dem wurde nun zuletzt noch die entsprechende Menge ECH-
Suspension hinzugegeben, wobei in die Eppendorf-Reaktionsgefifie (1) keine weiteren
Zusatze hinzukamen, sodass diese nicht mit ECH angereichert wurden. In die Eppendorf-

Reaktionsgefifde (2) wurden 25 pl aufgetaute und verdiinnte ECH-Suspension (siehe
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3.2.3) von der niedrigen Konzentration pipettiert, in die Reaktionsgefiafde (3) 50 ul der
aufbereiteten hohen ECH-Suspension. Die damit entstandenen 12 Testansitze wurden

fortan immer denselben Bedingungen ausgesetzt.

3.6 Spermauntersuchung

3.6.1 Untersuchungszeitpunkte und Handhabung

Zur Untersuchung der Vitalparameter und bakteriologischen Analyse wurden 4 Zeit-
punkte gewahlt, wobei der erste als Nativkontrolle zum Zeitpunkt 0, direkt nach Herstel-
lung der Testansidtze, diente. Folgeuntersuchungen fanden nach 24, 48 und 72 h statt.
Die Lagerung erfolgte kontinuierlich bei 4 °C im Kiihlschrank in einer mit Kiihlakkus
bestiickten Box um Temperaturschwankungen zu minimieren. Fiir die Probenentnahme
verblieben die Testansitze im Kiihlschrank. Zum Zeitpunkt O wurden 33 pl Testansatz
entnommen und folgenden Tests unterzogen: Lebend-Tot-Farbung, Spermac®-Farbung,
HOS-Test und eine CASA. Nach Lagerung im Kiihlschrank erfolgten vor der Untersu-
chung eine Erwarmung der Testansatze sowie ein Anwarmen der Objekttrager fiir die
Motilitatsuntersuchung auf 37 °C. Um eine bessere Revitalisierung der Spermien zu er-
reichen, wurden die Testansatze zudem nach Empfehlung von Minitiib 1:1 mit CaniPuls
Enhance versetzt. Daflir wurden vor Durchfiihrung der oben genannten Tests 50 pl des

Testansatzes mit 50 pl vorgewarmten CaniPuls Enhance gemischt.

Neben diesen Tests wurden noch zusatzlich 200 pl des Testansatzes entnommen, in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefafd pipettiert und bis zur quantitativen bakteriologischen

Untersuchung in Eiswasser gelagert.

3.6.2 Mikroskopische Untersuchung

Die mikroskopische Untersuchung umfasste zwei Phasen. Zum einen die Untersuchung
der Nativproben vor Weiterverarbeitung (Dichtebestimmung, Schatzung der Vorwarts-
beweglichkeit) und zum anderen Untersuchungen, die als Verlaufskontrollen iiber den
Zustand der Spermien Auskunft geben sollten. Hierzu zdhlten das Auswerten eines Le-
bend-Tot Ausstriches, einer Spermac®-Farbung zur Beurteilung morphologischer Ver-

anderungen der Spermien und der HOS-Test zur Kontrolle der Membranintegritat.
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Zur Anwendung kamen dabei zwei Phasenkontrastmikroskope (Hund H 500; Leica

CM E) und als elektronische Zahlhilfe ein Assistent Counter AC-15.

3.6.2.1 Eosin-Ausstrich

Zur Beurteilung des Anteils lebender bzw. toter Spermien wurde ein 10 pl grofier Trop-
fen Testansatz auf einen entfetteten, sauberen und 37 °C warmen Objekttrager pipettiert
und anschliefdend 20 pl Eosin-Farbelosung dazugegeben. Durch wiederholtes, behutsa-
mes Schwenken wurden die Tropfen vermischt, mit der Kante eines weiteren Objekttra-
gers aufgenommen, in einem Zug nach Art eines Blutausstrichs ausgestrichen und
trocknen gelassen. Die Farbezeit betrug maximal 25 Sekunden. Pro Ausstrich wurden
200 Spermien ausgezahlt. Ungefarbte Spermien galten als Lebende, durch eine permeab-
le Plasmamembran mit Eosin rot gefarbte Spermien hingegen als tote Spermien. (Busch

und Waberski, 2007; Busch, 2009)

3.6.2.2 Pathomorphologie und Kappenverinderungen (Spermac®-Farbung)

Zur Beurteilung der Morphologie der Spermien wurde ein Spermac®-Spermaausstrich
angefertigt. Zwar kann die Morphologie auch im Eosin-Ausstrich beurteilt werden, zur
Anfarbung und Beurteilung der akrosomalen Integritidt bedarf es jedoch einer anderen
Farbelosung, z. B. der Spermac®-Farbung. Bei dieser kommerziell erhaltlichen Farbung
handelt es sich um einen Kit bestehend aus einer Fixierlosung, einer hellroten Losung
zur Farbung des Mittelstiicks, einer hellgriinen Losung zur Anfarbung des Kopfs und
einer dunkelgriinen Losung zur Darstellung des Akrosoms. Die genaue Zusammenset-

zung ist jedoch unbekannt.

Auf einen angewarmten Objekttrager wurde ein 10 pl grofder Tropfen Testansatz pipet-
tiert, welcher mit einem weiteren Objekttrager ausgestrichen und anschlief3end trock-
nen gelassen wurde. Danach wurde der Objekttrager 10 Minuten in die Fixierlosung des
Farbekits gestellt und fixiert, in einem Wasserbad durch wiederholtes Eintauchen und
Herausnehmen gewaschen und fiir zwei Minuten in die rote Farbelosung (A) verbracht.
Nach erneutem Waschen in frischem Wasser wurde der Objekttrager in die hellgriine
Farbelosung (B) tberfiihrt. Hier wurde der Objekttrager eine Minute belassen, erneut
grindlich gespiilt und schlief3lich fiir eine Minute in die dunkelgriine Losung (C) gege-
ben. Nach einem letzten Waschvorgang wurden der Objekttrager zum Trocken aufge-

stellt. Das Wasser wurde vor jedem Waschgang ausgetauscht und durch vorsichtiges
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Abtupfen der schmalen Kante des Objekttragers versucht, ein Verunreinigen der einzel-
nen Losungen zu minimieren. Zur Beurteilung wurde das Praparat unter dem Mikroskop
bei 1000x Vergroferung und Olimmersion mit negativem Phasenkontrast durch Aus-
zahlen von 200 Spermien analysiert. Durch die Farbung stellten sich die verschiedenen
Spermienanteile in unterschiedlicher Farbe dar: Akrosomen, Mittelstiick und Geif3el

grin, das dquatoriale Band hellgriin und Zellkerne rot.

Morphologische Veranderungen kénnen nach verschiedenen Kriterien klassifiziert wer-
den. Die Auswertung erfolgte nach der Lokalisation der Veranderung, wie auch in Tab. 8

dargestellt (Busch und Waberski, 2007; Busch, 2009).

Tabelle 8: Befundungsprotokoll fiir die Erhebung der Spermienmorphologie
(Busch und Waberski, 2007), modifiziert. Graue Unterpunkte wurden

nicht einzeln klassifiziert.

1. Kopfkappenverdnderungen
Abgeldstes Akrosom
b. Akrosom in Auflésung oder defor-
miert
c. Akrosom schief

2. Kopfveranderungen

3. Halsveranderungen
a. Halsbruch
b. Lose Kopfe

3.6.2.3 Hypoosmotischer Schwelltest (HOS)

Bei diesem Belastungstest wurden Spermien in ein hypotones Medium verbracht, dort
30 Minuten belassen und danach unter dem Phasenkontrastmikroskop der Funktions-

zustand der Plasmamembran beurteilt (Goericke-Pesch und Failing 2013). Das Medium
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wurde nach dem im Anhang (9.4.3) beschriebenen Rezept im Voraus hergestellt, zu je
100 pl in Eppendorf-Reaktionsgefafd abgefiillt und bei -21 °C gelagert. So konnten fiir
alle HOS-Versuche gleiche Bedingungen geschaffen werden. Fiir die Versuche wurde zu
100 pl erwdarmten HOS-Medium 10 pl Testansatz hinzu pipettiert und eine halbe Stunde
bei 37 °C inkubiert. Danach wurde ein 10 pl grofRer Tropfen entnommen, auf einen Ob-
jekttrager verbracht, mit einem Deckglaschen bedeckt. Nach einer Absenkzeit von fiinf
Minuten erfolgte bei 400x Vergrofierung die Auswertung von je 200 Spermien. Durch
die durch Wasseraufnahme bedingte Schwellung kam es bei membranintakten Sper-
mien zu einem graduell unterschiedlichen Aufrollen der Schwanze (curled tail), wobei
schon leichtes Aufrollen als intakt gezahlt wurde. Membrandefekte, nicht gerollte oder
komplett um den Kopf geschlungene Schwinze, zeigten dieses Phanomen nicht (not cur-

led) (Hoffmann, 2003).

3.6.3 Computer-assisted sperm analysis (CASA)

Zusatzlich zu diesen subjektiven Analysemethoden wurde auch noch eine CASA zur Mo-

tilitatsanalyse mit Hilfe des Spermvision™ (Minitiib GmbH, Tiefenbach) vorgenommen.

3.6.3.1 Spermvision™-Motilititsuntersuchung

Das verwendete computergestiitzte Motilitatsanalysesystem Spermvision™ bestand aus
folgenden Komponenten: Als Mikroskop diente ein Olympus BX41 (Okular 10 x) mit mo-
torisiertem Heiz-Objekttisch (38 °C) und negativem Phasenkontrastobjektiv (UPlanFINH
20x/0.50 Ph1). Der Objekttisch wurde computergesteuert an die richtige Position gefah-
ren, konnte jedoch auch manuell mit Hilfe eines Joysticks gesteuert werden. Am Okular
angeschlossen war eine XM10 Schwarz/Weif3 Digitalkamera mit der die Bilder digitali-
siert und an den PC (Pentium® 4 Prozessor (2,26 GHz, 1 GB RAM, HDD: 40 GB und 19
Zoll Flachbildschirm) weiter geschickt wurden. Als Betriebssystem wurde ein Microsoft
Windows XP Professional genutzt. Die Version der genutzten Spermvision-Software
(3.5.6.2) stammt von 2009. Fiir die Messungen wurden standardisierte Zahlkammern
(Leja) verwendet, in die pro Objekttrager 4 einzelne Kammern (A-D) mit einer Tiefe von
20 pm eingearbeitet waren. Nach vollstandigem Fiillen einer Kammer mit einer Probe
wurde sofort mit der Analyse begonnen. Der Objekttrager wurde dabei so ausgerichtet,
dass das Objektiv mittig tiber der zu messenden Kammer positioniert war, so dass keine

Randbereiche zur Analyse herangezogen wurden. Pro Testansatz wurden 8 Gesichtsfel-
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der nach eingestellten Kriterien bewertet. Die genauen Einstellungen zur Identifizierung

der Spermien, die den Messungen zu Grunde liegen, sind Tab. 9 zu entnehmen. Die Aus-

wertung der Beweglichkeit, Vorwartsbeweglichkeit sowie der lbrigen Messergebnisse

wurden im Anschluss numerisch als Mittelwert der 8 Gesichtsfelder dargestellt. Eine

Speicherung der Daten erfolgte nach jeder Messung automatisch.

Tabelle 9: Tabellarische Darstellung der fiir die SpermVision® Motilitdtsanalyse
verwendeten Einstellungen und Richtwerte (Goericke-Pesch et al.
2012).
Parameter Einstellung Parameter Einstellung
Unbewegliche Sper-
Messkammer Leja 2,5 pm AOC<9,5°
mien
Summe aus lokal und
Messtemperatur 37°C Gesamtbeweglichkeit | vorwartsbeweglichen
Spermien
Lichtintensitit 80 bis 110 Lokalbeweglichkeit DSL < 6,0 um
Gesamtbeweglichkeit
Tiefe des Blickfeldes 20 pm Vorwartsbeweglichkeit | abziiglich der Lokal-
beweglichkeit
STR > 0,9 und
Pixel/um Verhaltnis 168 zu 100 Lineare Bewegung
LIN > 0,5
Kurvilineare Bewe- DAP/Radius = 3 und
Spermienidentifikation | 20 bis 60 um
gung LIN < 0,5
8 Felder oder
Zahlvorraussetzung Framerate 60 Frames/s
4000 Zellen
Punkte der Spermien- »

bewegung
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3.6.3.2 Vorbereitung der Testansatze und Befiillung der Zihlkammern

Die auf dem beheizten Objekttragertisch auf 38 °C (Verstegen et al., 2002) erwarmten
Messkammern wurden mit 3 pl eines Testansatzes befiillt (Schafer-Somi und Aurich,
2007, Goericke-Pesch et al. 2012). Dabei wurde dieser zuvor erwarmte, durch Schwen-
ken homogenisiert, mit einer Pipette das abgemessene Volumen entnommen und dicht
vor der Kammer langsam, aber kontinuierlich wieder abgegeben, sodass sich die Mess-
kammer ohne Lufteinschliisse gleichmafdig und komplett durch die Sogwirkung des ka-
pillaren Spalts fiillte. Die Fiillung der Kammer wurde anschlief3end tiberpriift. Bei inho-
mogener Fiillung wurde sie verworfen und eine neue verwendet. Fiir ein optimales Er-
kennen der Spermien durch die Spermvision-Software wurde vor jeder Messung die
Helligkeit der Lichtquelle des Mikroskops mittels integrierten Lichtsensors justiert. Der

optimale Wert lag dabei zwischen 95 und 100.
3.6.3.3 Motilititsanalyse

Die Motilitatsanalyse durch eine CASA geschieht nahezu vollautomatisch, wodurch sub-
jektive, durch den Beobachter beeinflusste Messungen, minimiert werden. Durch die
graphische Darstellung der unter 200x Vergrofderung aufgenommenen kurzen Sequen-
zen, die fiir die Analyse herangezogen wurden, war es moglich, jede Messung durch eine
Schatzung einer Plausibilitatskontrolle zu unterziehen. Bei Abweichungen konnte die
Messung erneut durchgefiihrt werden. Spermienagglutinate wurden bei der Messung
nicht berticksichtigt, Kontaminationen wurden durch die Software von Spermien durch
definierte Rahmenbedingungen wie Grofde, Flache und Geifdel unterschieden. Die Képfe
der Spermien wurden in unterschiedlichen Farben markiert, was die Unterscheidung
zwischen unbeweglichen, lokalbeweglichen oder vorwartsbeweglichen Spermien ver-
einfachte (Level 1-Klassifizierung siehe Anhang 9.3). Die unterschiedliche Farbung der
Bewegungslinien der einzelnen Spermien pro Gesichtsfeld wurde durch die Level 2-
Klassifizierung (siehe Anhang 9.3) festgelegt und gab die Bewegungsmerkmale, wie Li-
nearitat der vorwartsbeweglichen Spermien, an. Im Anschluss an die Messungen der 8
Gesichtsfelder wurde auf dem Monitor ein Auszug der erfassten Parameter angezeigt

und anschliefdend automatisch gespeichert.

Neben den Hauptparametern Gesamtbeweglichkeit, Vorwartsbeweglichkeit, Lokalbe-

weglichkeit und unbewegliche Spermien konnten durch die Spermvision-Software noch
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eine Reihe weiterer Analysen zur genaueren Auswertung der Bewegung der Spermien
ermittelt werden. Zur Erklarung dieser Werte soll folgende Auflistung dienen (Iguer-
ouada und Verstegen, 2001c; Minitiib GmbH, 2006; Schafer-Somi und Aurich, 2007). Die

Unterteilung in ,primare“ und sekunddre Parameter” dient der Unterscheidung zwi-

schen gemessenen und errechneten Werten

+ Sperm¥ision -- Registered to: Minitube Germany-ABFULL-UND-LABORTECH — Local Database Connection
{1 Datab |0\" ‘ﬂ‘looh‘ﬁpu\m\meo]?"olp[

=&l
1) Viabity test | 8 Log 0 ||

Settings to use:

Dilution Ratio 1+ 0 | Hold for viabilty
Analysis type: I EI
Maliityfst | Statistics | Note |
Field1 | Field2 | Field3 | Field4 |
Field5 |  Field6 | # Field7 Field 8
I~ Save images for this field (Totals)  (Standard Deviation)
Cells: 153 1435 Median
Concentration: [70,2000 854000 (12,150) 89,500
Motiity: B8] % 8743 (3152 83 1
Progressive motiity: 88 % 8087 (2833 81.1
Local motiity: 713 % 662 (2.026) 72
Immotie: (163" % 125 (3.152) 128
Field Info ‘ Progressive Info N Cell Detail ‘

Linear: 137 % (18]
Nonlinear: 363% [(337)
Curvalinear: 85% (152

ent complete

Clear All Fields

[Frame 1 of 30 Tummaer % I Display curved fine

< l N |»l g' F Display average path Q@ Analyze Clear Field
View Collection: l Current Pleviousl

User: Sandra Level: 3

New Field

..........

Abbildung 3:  Beispiel eines Monitorbildes nach der Motilitatsanalyse; links die gra-

phische Darstellung, rechts Anzeige der Messergebnisse

Primare Parameter:

e Motility: Anteil der beweglichen Spermien von der Gesamtspermienzahl in der

Probe [%]

e Progressive motility: Anteil der vorwartsbeweglichen Spermien von der Ge-

samtspermienzahl in der Probe [%]

e Local motility: Anteil der ortsbeweglichen Spermien von der Gesamtspermien-

zahl in der Probe [%]
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Immotile: Anteil der unbeweglichen Spermien von der Gesamtspermienzahl in

der Probe [%]

DCL (Distance Curved Line [um]): die tatsachliche, durchschnittliche Distanz, die

die Spermien wahrend der Analysenperiode zuriickgelegt haben

DAP (Distance Average Path [um]) die an einer geglitteten Linie gemessene,
durchschnittliche Distanz, die die Spermien wahrend der Analysenperiode zu-

riickgelegt haben

DSL (Distance Straight Line [um]): die gerade, zwischen Start und Endpunkt zu-
riickgelegte, durchschnittliche Strecke der Spermien wahrend der Analysenperi-

ode

VAP (Velocity Average Path [um /sec]): die durchschnittliche Geschwindigkeit

der Spermien iiber die zuriickgelegte, geglattete Strecke

VCL (Velocity Curved Line [um /sec]): die durchschnittliche Geschwindigkeit der

Spermien tiber die komplette, zurtickgelegte Strecke

VSL (Velocity Straight Line [um /sec]): die durchschnittliche Geschwindigkeit der

Spermien tliber die gerade Strecke

ALH (Amplitude of Lateral Head Displacement [um]): die durchschnittliche Aus-

lenkung der Spermienkopfe wahrend der Messperiode

BCF (Beat Cross Frequency [in Hertz]): die durchschnittliche Frequenz der seitli-
chen, oszillatorischen Bewegungen der Spermienképfe um die mittlere Bahn

wahrend der Messperiode

Sekundare Parameter:

LIN (Linearity (=VSL/VCL)[%]): Linearitat, das Verhaltnis der geraden Strecke

zur tatsachlich zuriickgelegten Strecke

WOB (Wobble (=VAP/VCL) [%]): Auslenkung der Spermien auf der tatsachlichen
Strecke um die geglattete Strecke

STR (Straightness (=VSL/VAP) [%]): Geradlinigkeit der geglatteten Strecke
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3.7 Bakteriologische Untersuchung

Alle bakteriologischen Untersuchungen fanden in den Laborraumen des LHL, Abteilung

Veterindrmedizin, in Giefden statt.

Die bakteriologische Untersuchung fand in zwei Etappen statt. Zum einen wurde das
native Mikrobiom der Ejakulate untersucht und typisiert, um so nochmals einen Uber-
blick tiber die Verteilung unterschiedlicher Keime im Sperma zu erhalten. Zum anderen
wurden die Testansatze zu drei verschiedenen Zeitpunkten quantitativ ausgewertet. So
konnte der Anteil der zugegebenen ECH, welche in den einzelnen Testansédtzen zu finden
war, zu einem Verlauf zusammengestellt werden. Um tiberpriifen zu kénnen, ob die zu-
gegebenen Keimzahlen jedes Versuchsdurchlaufs anndhernd identisch waren, erfolgte
zudem noch eine quantitative bakteriologische Untersuchung der den Testansatzen zu-

gegebenen ECH-Suspensionen (siehe 3.2.4).

3.7.1 Bakteriologische Analyse des Nativspermas

Da das Praputium des Hundes nie keimfrei ist, wurde bei der Entnahme darauf geachtet,
den Kontakt zwischen dem Auffanggefafs und dem Penis zu vermeiden. Kurz nach Ent-
nahme und Vermischen der Ejakulate fiir die Versuche, wurde 1 ml des Spermas in ein
steriles Eppendorf-Reaktionsgefafs gegeben und bis zur weiteren Bearbeitung in Eis-
wasser aufbewahrt. Die Anziichtung erfolgte sowohl auf Gassner- als auch auf Blut-Agar
unter aeroben Bedingungen. Mit je einem sterilen Abstrichtupfer wurde Probenmaterial
aus dem Eppendorf-Reaktionsgefdfd genommen und maanderférmig auf eine Platte aus-
gestrichen. Die Bebriitung erfolgte tiber 24 h bei 37 °C in einem Brutschrank. Ein dritter,
mit Sperma getrankter Tupfer, wurde fiir einen Anreicherungsschritt 24 h bei 37 °C in

BHI (10 ml) aufbewahrt.

Am folgenden Tag wurden die beiden Agarplatten auf Bakterienwachstum beurteilt,
Subkulturen von phanotypisch unterschiedlichen, gut abgrenzbaren Kolonien mit einer
sterilen Einmalose auf Blut- und Gassner-Agar im Drei-Osen-Ausstrich ausgestrichen
und diese mit den bereits bebriiteten Platten fiir weitere 24 h und bei 37 °C inkubiert.
Die Anreicherungsbouillon wurde gut aufgeschiittelt und anschlieffend ebenfalls im
Drei-Osen-Ausstrich auf beide Agartypen geimpft und mit den anderen Platten inku-

biert.
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Am Tag 2 wurden zuerst die Platten von Tag 0 nach 48 h auf das Wachstum neuer, noch
nicht subkultivierter Kolonieformen untersucht und diese dann gegebenenfalls angelegt.
Danach wurde das Ergebnis der Anreicherung auf das Vorkommen neuer Kolonieformen
gepriift und im positiven Fall eine Isolierung dieser Keime vorgenommen. Zuletzt wur-
den die am Vortag angelegten Subkulturen auf Reinheit gepriift und anschliefdend mit-
tels Massenspektrometer identifiziert: Auf sogenannte ,target-plates” wurden geringe
Mengen der zu identifizierenden Kolonie (mindestens jedoch 10> Zellen) auf vordefi-
nierte Felder geschmiert und anschlieffend mit 2 pl einer Alpha-Zyano-4-
Hydroxyzimtsaure Matrixlosung (50 % Acetonitril, 2.5 % Trifluoressigsdure) betraufelt
und trocknen gelassen. Zur Kontrolle wurden pro Probe immer zwei Felder zur Analyse
herangezogen. In die dazugehorige PC-Software wurden die Daten der zu untersuchen-
den Felder auf der ,target-plate” eingegeben und anschliefiend die Analysesoftware
(MALDI-TOF MS Application Note) gestartet. Das Ergebnis wurde anschliefdend auf dem
Monitor angezeigt und ausgedruckt. Sowohl das wahrscheinlichste Ergebnis als auch das
zweitwahrscheinlichste Ergebnis wurden automatisch ermittelt und mit Wahrschein-
lichkeitszahlen versehen, wobei Ergebnisse mit einem Wert = 2 und identischer Dop-

pelprobe als sehr sicher angesehen wurden.

Am Tag 3 erfolgte lediglich noch eine Untersuchung, wenn zuvor noch neue Kolonien
identifiziert und subkultiviert wurden. Das Vorgehen war dabei das gleiche wie am Tag
2, mit einer Kontrolle auf Reinheit und anschlief3ender Identifizierung durch Massen-

spektrometrie.

3.7.2 Bakteriologische Analyse der Testansatze

Die quantitative bakteriologische Untersuchung der Testansitze fand an drei Zeitpunk-
ten statt: nach 24, 48 und 72 h. An diesen Untersuchungstagen wurden vor der sperma-
tologischen Untersuchung jedem der 12 Testansatze nach vorherigem vorsichtigem Auf-
schiitteln (um die Homogenitdt der Probe zu gewdahrleisten) 0,2 ml entnommen. Diese
wurden in sterile, vorbeschriftete Eppendorf-Reaktionsgefdfie pipettiert und anschlie-
3end bis zur weiteren Bearbeitung in Eiswasser gelagert. Den Testansatzen mit der ho-
hen BK (5x 105 KBE/ml) und VD 0 wurde aus praktischen Griinden zur besseren Zahl-
barkeit vor dem Ausplattieren noch ein Verdiinnungsschritt von 1:1000 vorangestellt.

Um eine hohe Genauigkeit zu gewahrleisten, wurde dieser Schritt in drei Etappen (Ver-
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diinnung von 1:10) durchgefiihrt: Zuerst wurden 200 pl des Testansatzes zu 1,8 ml ver-
brauchsfertigem, gepuffertem Peptonwasser (9 ml) hinzugegeben und anschliefend gut
gemischt. Hiervon wurde nun 1 ml des verdiinnten Testansatzes in weitere 9 ml gepuf-
fertes Peptonwasser pipettiert und erneut gut vermischt. Der letzte Schritt erfolgte ana-
log zu dem Vorherigen: 1 ml wurde in ein neues Reagenzglas mit 9 ml Peptonwasser
gefiillt und so die erstrebte 1:1000 Verdiinnung hergestellt. Die iibrigen Testansatze

wurden ohne weitere Verdiinnung verwendet.

Als nachstes wurden 100 pl aus den Eppendorf-Reaktionsgefafs bzw. aus dem Reagenz-
glas in vorbeschriftete, sterile und leere Petrischalen gegeben, sodass zum Schluss von
jedem Testansatz (n = 12) je eine Schale mit 100 pl bestiickt war. Um eine gleichmaf3ige
Verteilung so geringer Volumina im Agar zu erreichen, erfolgte die Anzucht im Agargus-
sverfahren, wobei der Agar fliissig zu den Testansatzen in die Petrischale gegeben und
durch Schwenken in Achtertouren eine homogene Verteilung erreicht wurde. Der Blut-
Agar wurde nach Anleitung fiir 200 ml (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, 2010) aus
Granulat hergestellt, autoklaviert und bis zur Verwendung bei 48 °C im Wasserbad auf-
bewahrt. Das Schafblut (8 %) wurde dem Agar erst kurz vor der Verwendung zugesetzt.
Jede Petrischale wurde mit 11 - 12 ml Agar gefillt und bis zum Erstarren geschwenkt.
Danach konnten die restlichen 100 pl-Testansatz aus den Eppendorf-Reaktionsgefaf3
bzw. Reagenzglas in weitere 12 Petrischalen gegeben und auf homologe Weise in Gass-
ner-Agar angeziichtet werden. Nach vollstandigem Erstarren wurden die gegossenen

Petrischalen fir 24 h bei 37 ° inkubiert.

Die Auswertung der Platten erfolgte manuell, wobei jede morphologisch einer ECH ent-
sprechenden Kolonie als Zahlhilfe mit Folienstift auf der Petrischale markiert und an-
schliefSend das Ergebnis notiert wurde. Bei sehr dicht bewachsenen Agarplatten mit
mehr als 300 Kolonien wurde nur ein reprasentativer Anteil ausgewertet und auf die

gesamte Agarplatte hochgerechnet.

Die Verwendung von zwei Typen Agar fand nur beim ersten Versuchsdurchlauf statt.
Dabei stellte sich heraus, dass die Keimzahlen auf dem Blut-Agar stets hoher waren als
auf dem addquaten Gassner-Agar. Die quantitative, bakteriologische Untersuchung ab
Versuchsdurchlauf 2 wurde auf gleiche Weise jedoch nur auf zwei Blut-Agar-Platten

durchgefiihrt.
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3.8 Statistische Methoden

Fir die Erstellung und Verwaltung der Ergebnisse wurde das Tabellenkalkulationspro-
gram Microsoft Office Excel 2010 verwendet. Diese Software wurde auch zur Berech-

nung der Mittelwerte und Erstellung der Sdaulen- und Liniendiagramme genutzt.

Die statistische Auswertung erfolge in Kooperation mit der Arbeitsgruppe fiir Bioma-

thematik und Datenverarbeitung der JLU-Gief3en des Fachbereichs Veterinarmedizin.

Technisch wurden die Berechnungen durch die Statistik-Programme BMDP2V 8.1 zur
Analyse der Varianz und Kovarianz bei wiederholten Messungen (Statistical Solutions
Ldt. 1993) und dem Statistik-Programm R 3.0.2 (2013, Free Software Foundation’s GNU
project, R-package MASS, R-Funktion glmmPQL) zur Berechnung einer multiplen Pois-

son-Regression (mixed model-estimated) mit Wald-Test unterstiitzt.

Bewertet wurden der Einfluss des VD, der BK und des Untersuchungszeitraums. Die Pa-
rameter mit normalverteilten Merkmalen, wie Beweglichkeit und Vorwartsbeweglich-
keit als auch die tibrigen CASA-Werte und der Anteil im Eosin-Ausstrich lebender Sper-
mien wurden durch die BMDP-Software (BMDP1D1) hinsichtlich der Mittelwerte, Stan-
dardabweichung (SD), Minima (min.), Maxima (max.) und des Stichprobenumfangs (n)
berechnet. Anschlieffend kam eine dreifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederho-
lung mit dem Programm BMDP2V zum Einsatz, um die Ergebnisse auf signifikante Un-

terschiede zu Uberpriifen.

Bei den morphologischen Untersuchungskriterien (Veranderung der Spermienschwan-
ze, Halse, Kopfablosung, Kopfkappendeformation/Verlust und Plasmatropfen) lag eine
rechtsschiefe Verteilung der Daten vor. Fiir diese Zdhlergebnisse erfolgte ebenfalls eine
einfache Datenbeschreibung hinsichtlich der arithmetischen Mittelwerte, der Stan-
dardabweichungen, der Minima und Maxima und des Stichprobenumfangs. Die Auswer-
tung erfolgte mithilfe der Poisson-Regression fiir gemischte hierarchische Modelle mit

anschliefiendem Wald-Test durch das Statistik-Programm R 3.0.2

Der Richtwert fiir die statistische Signifikanz wurde bei einem Signifikanzniveau von

o= 0,05 angesetzt. Damit gelten Ergebnisse mit p < 0,05 als statistisch signifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungsergebnisse der Ejakulate

Die Ergebnisse der Ejakulatpools wurden in den Versuchddurchldufen vor dem Vermi-
schen mit Verdiinner und der Portionierung erhoben. Fiir die folgenden Untersuchungen

wurde ausschliefdlich die spermareiche Fraktion herangezogen.

4.1.1 Makroskopische Untersuchung

Das Volumen der untersuchten Ejakulate lag im arithmetischen Mittelwert (+SD) bei
2,02 £1,4 ml (n=11). Die Spermafarbe wurde in allen Fallen (100 %) als weif3 beurteilt.
Der Geruch war ohne besonderen Befund und konnte in allen Fallen (100 %) als tier-
artspezifisch beschrieben werden. Die Viskositat variierte zwischen milchiger (10/11)
bis sahniger (1/11) Konsistenz. Alle Ejakulate (100 %) waren frei von Beimengungen

oder Verunreinigungen.

4.1.2 Bakteriologische Untersuchung

Die bakteriologische Untersuchung erfolgte an den Ejakulatpools.

Hier konnten in allen Ejakulaten (n=15) Bakterienbeimengungen festgestellt werden.
Die genaue Verteilung ist in der nachfolgenden Tab. 10 dargestellt. Sieben dieser Keime
weisen ein Gram-positives Farbeverhalten auf, sechs ein Gram-negatives. Die genaue
Keimspezies wurde durch MALDI-TOF Massenspektrometrie ermittelt. Die Bewertungs-
zahl beschreibt die Sicherheit der Identifizierung. Werte von 3 bis 2.3 geben eine sehr
wahrscheinliche Speziesidentifikation an. Ein Ergebnis von 2.3 bis 2 beschreibt eine si-
chere Gattungsidentifikation und eine wahrscheinliche Speziesidentifikation. Liegt die
Bewertungszahl zwischen 2 und 1.7, ist zumindest die Gattung hochstwahrscheinlich

korrekt ermittelt. Werte unterhalb von 1.7 erlauben keine zuverlassige Identifikation.
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Tabelle 10: Ergebnisse der qualitativen bakteriologischen Untersuchung der ge-

poolten spermareichen Fraktion

Versuchs- Bakterium Gram- Bewertungszahl

durchlauf Verhalten

1 Klebsiella pneumoniae neg 2,15
Vagococcus fluvialis pos 2,3
Providencia rettgeri neg 2,43

2 Staphylococcus pseudintermedius pos 2,15
Bacillus licheniformis pos 2,08
Moraxella canis neg 1,79

: Streptococcus canis pos 215

neg 2,25

Pasteurella canis

4 Escherichia coli neg 2,4
Staphylococcus pseudintermedius pos 2,04
Staphylococcus warneri pos 1,72
Micrococcus luteus pos 2,06

5 neg 2,35

Escherichia coli

4.1.3 Dichtebestimmung, Verdiinnung und Gentamicin-Endkonzentration

Die Dichte der spermienreichen Fraktion lag im arithmetischen Mittelwert bei 486 + 140
Mio. Spermien/ml (min.: 360 Mio/ml max.: 875 Mio/ml; n=11). Bei der mikroskopi-
schen Untersuchung des Vor- und des Nachsekrets konnten motile Spermien nachge-

wiesen werden.

Durch die unterschiedlichen Dichten der Ejakulate ergaben sich ein fiir jeden Versuchs-
durchlauf angepasstes Mischungsverhaltnis von Ejakulat zu VD und eine entsprechende

Gentamicin-Endkonzentration in den Testansatzen.
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Tabelle 11:

Darstellung des Verdiinnungsverhaltnisse von Spermien : Verdiinner in

den einzenen Versuchsdurchlaufen

Untersuchungs- Versuchsdurchlauf
Parameter 1 2 3 4 S
Spermiendichte (in 550.000 575.000 420.000 400.000 440.000
Spermien/ul)
VD1 - 4 / Versuchs- 2,9 2,85 2,4 2,7 2,4
durchlauf (in ml)
Ejakulkat-Menge/VD 0,65 0,6 0,75 0,9 0,7
(in ml)
Verdiinner:Ejakulat 1:55 1:5,6 1:4,2 1:4,3 1:4,4
Verhiltnis
Tabelle 12: Gentamicin-Endkonzentration in den einzelnen Testansatzen in den

unterschiedlichen Versuchsdurchlaufen

Testansatze Gentamicin-Endkonzentration in den Versuchsdurchlaufen (in mg/1)
mit den 1 5 3 4 c
Verdiinnern
VD1 0 0 0 0 0
VD 2 16,3 16,5 15,2 15,0 15,5
VD 3 81,7 82,6 76,2 75,0 77,4
VD 4 162,4 165,2 152,4 150,0 154,8

4.2 Untersuchungsergebnisse der Testansatze zum Zeitpunkt 0

Die Ergebnisse beruhen auf den Messungen, die unmittelbar nach dem Vermischen der

Komponenten erhoben wurden: ECH-Suspension, VD1 - VD 4 und Spermien aus der

spermareichen Fraktion. Im Anschluss erfolgte die Kiihlung und Lagerung bei 4 °C im

Kihlschrank.
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4.2.1 Mittels CASA erhobene Untersuchungsergebnisse

4.2.1.1 Motilitat

Die gemessene und damit als Referenzwert angenommenen durchschnittliche Motilitat

der 12 Testansatze in den 5 Versuchsdurchldufen zum Zeitpunkt 0 lag im Durchschnitt

bei 81+2,4% (n=60, 8-fach Messung aus einer Probe). Die Einzelwerte fiir die

durchschnittliche CASA-ermittelte Motilitat fiir die unterschiedlichen BK und VD 1- VD 4

sind in nachfolgender Tab. 13 aufgelistet.

Tabelle 13: Prozentsatz der CASA-gemessenen Gesamtmotilitit (Mittelwerte (X)
und Standardabweichung (SD) der Versuchsdurchaufe, n =5, 8-fach
Messung aus einer Probe) bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrati-
onen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD) am Tag
0; dabei enthdlt VD1=0mg/l, VD 2 =20mg/]l, VD 3 =100 mg/l und
VD 4 = 200 mg/]1 Gentamicin; BK 0 = 0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml und
BK 2 = 5x 10> KBE/ml zugegebene ECH

Testansatz Mittelwert (X in %) Standardabweichung (SD %)

VD 1 BKO0 78,6 13,8

VD 2 BK 0 83,0 4,4

VD 3 BK 0 81,9 53

VD 4 BK 0 78,0 11,1

VD 1BK1 83,7 5,6

VD 2BK1 79,3 10,7

VD 3BK1 83,2 7,8

VD4BK1 80,5 58

VD 1 BK 2 80,8 8,8

VD 2 BK 2 80,2 8,6

VD 3 BK 2 83,0 8,3

VD 4 BK 2 76,2 13,4
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4.2.1.2 Vorwiartsbeweglichkeit

Die durchschnittliche Vorwartsbeweglichkeit der Spermien in den 12 Testansatzen bei

den 5 Versuchsdurchlaufen, die zum Zeitpunkt O ermittelt wurde, lag bei 73,2 £ 2,6 %

(n =60, 8-fach Messung aus einer Probe). Die arithmetischen Mittelwerte fiir die

durchschnittliche, CASA-ermittelte Vorwartsbeweglichkeit fiir die unterschiedlichen BK

und VD 1 - VD 4 konnen der Tab. 14 entnommen werden.

Tabelle 14: Prozentsatz der CASA-gemessenen vorwartsbeweglichen Spermien
(Mittelwerte (X ) und Standardabweichung (SD) der Versuchsdurchau-
fe, n = 5, 8-fach Messung aus einer Probe) bei unterschiedlichen Bakte-
rienkonzentrationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im Verdiin-
ner (VD) zum Zeitpunkt 0; dabei enthdlt VD 1 =0 mg/l, VD 2 = 20 mg/],
VD 3=100mg/l und VD 4 =200 mg/l Gentamicin; BK 0 =0 KBE/ml,
BK 1 =500 KBE/ml und BK 2 = 5x 10> KBE/ml zugegebene ECH

Testansatz Mittelwert (X in %) Standardabweichung (SD %)

VD 1 BKO 72,2 15,3

VD 2 BK O 76,4 6,2

VD 3BKO0 75,0 6,4

VD 4 BK O 71,7 10,0

VD1BK1 76,3 8,0

VD 2BK 1 71,5 11,3

VD 3BK1 75,6 8,8

VD4 BK 1 70,1 9,0

VD 1 BK 2 74,6 9,7

VD 2 BK 2 72,9 10,1

VD 3 BK 2 74,3 11,4

VD 4 BK 2 68,2 13,4
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4.2.1.3 Andere CASA-ermittelte Parameter

Im Folgenden werden die arithmetischen Mittelwerte der librigen CASA-ermittelten Mo-
tilitaitsparameter der Spermien in 12 Testansatzen bei den 5 Versuchsdurchldufen zum
Zeitpunkt 0 dargestellt. Die ausfiihrliche Tab. 16 aller Daten (DAP, DCL, DSL, VAP, VCL,
VSL, ALH, BCF, STR, LIN und WOB) pro Testansatz ist im Anhang 9.2 zu finden.

Flr die Werte der Streckenparameter konnten im arithmetischen Mittel (n = 60, 8-fach
Messung aus einer Probe) folgende Werte gemessen werden: DAP: 42,1 + 2,2 um; DCL:
67,46 £ 1,3 um und DSL 34,62 * 2,26 um. Die Berechnung der arithmetischen Mittelwer-
te der Geschwindigkeitsparameter (n = 60, 8-fach Messung aus einer Probe) ergab fir
VAP 99,04 + 5,44 um/s; fiir VCL: 158,12 + 3,42 pm/s und fiir VSL 81,64 + 5,56 um/s. Die
ubrigen Parameter stellten sich wie folgt dar: STR 0,82 +0,01; LIN 0,51 +£0,03; WOB
0,62 £0,03; ALH 56,37 £ 1,43 um und BCF 24,26 + 0,51 Hz (n = 60, 8-fach Messung aus

einer Probe).

4.2.2 Untersuchungsergebnisse des Eosin-Ausstrichs

Die Anzahl der weifsen und damit als lebend gezdhlten Spermien in 12 Testansatzen bei
5 Versuchsdurchlaufen, die zum Zeitpunkt 0 in dem Eosin-Ausstrich ausgezahlt wurden,
lag im arithmetischen Mittel iiber alle Testansitze (n =60, Einfachmessungen) bei
75,1 * 3,2 %. Die Einzelwerte fiir die durchschnittlichen, als lebend gezahlten Spermien
aufgeschliisselt nach den unterschiedlichen BK und VD 1 - VD 4 kénnen der Tab. 15 ent-

nommen werden.
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Tabelle 15:

Prozentsatz an im Eosin-Ausstrich als lebend gezahlte Spermien (Mit-
telwerte (X) und Standardabweichung (SD) der Versuchsdurchaufe,
n =5, Einfachmessung einer Probe) bei unterschiedlichen Bakterien-
konzentrationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner
(VD) zum Zeitpunkt 0; dabei enthalt VD 1=0mg/l, VD 2 = 20 mg/],
VD 3=100mg/l und VD 4 =200 mg/l Gentamicin; BK 0 =0 KBE/ml,
BK 1 =500 KBE/ml und BK 2 = 5x 10> KBE/ml zugegebene ECH

Testansatz Mittelwert (X in %) Standardabweichung (SD %)
VD 1BKO 78,7 14,1
VD 2BKO0 78,8 10,2
VD 3BKO 75,5 12,2
VD 4 BK 0 71,5 12,7
VD 1BK1 73,0 18,3
VD 2BK1 75,4 9,3
VD3 BK1 69,9 13,1
VD 4BK1 75,7 13,9
VD 1BK 2 71,9 14,9
VD 2 BK 2 75,7 15,9
VD 3 BK 2 80,5 10,8
VD 4 BK 2 74,9 16,1

4.2.3 Untersuchungsergebnisse der Spermac®-Farbung

Fiir die Untersuchung der Spermien in den Testansitzen auf morphologische Verande-

rungen der Zellen selbst oder deren Kappen wurde unmittelbar nach dem Herstellen der

einzelnen Testansdtze jeweils ein Objekttrager mit Spermac® gefarbt. Das Ergebnis

dient als Referenz zum Zeitpunkt 0.
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4.2.3.1 Pathomorphologie und Kappenveranderungen

Bei der Analyse der Objekttrager wurde der Fokus auf folgende Veranderungen gelegt:

Abgeloste Kopfkappen, schiefe Kopfkappen, deformierte Kopfkappen, Spermienhalsver-

anderungen, Geifdelveranderungen, abgeldste Kopfe und Plasmatropfen.

Die folgenden Diagramme (Abb. 4) zeigen die mittleren Werte der genannten Parameter,

bezogen auf die unterschiedlichen VD beziehungsweise BK.

Die genauen Werte und deren Standardabweichung sind in Tabelle. 14 im Anhang 9.2

zusammengefasst.
25
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Abbildung 4:  Prozentsatz pathomorphologischen Verdanderungen (Mittelwerte (X)

und Standardabweichung (SD) der 5 Versuchsdurchaufe und 3 BK,
n =15, Einfachmessung einer Probe) in der Spermac® Farbung bei un-
terschiedlichen Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD) zum
Zeitpunkt 0. Dabei enthalt VD 1=0mg/], VD 2 =20 mg/],
VD 3 =100 mg/l und VD 4 = 200 mg/1 Gentamicin.
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Abbildung 5:  Prozentsatz pathomorphologischen Verdnderungen (Mittelwerte (X)

und Standardabweichung (SD) der 5 Versuchsdurchdufe und 4 VD,
n = 20, Einfachmessung einer Probe) in der Spermac® Farbung bei un-
terschiedlichen Gentamicinkonzentrationen im Verdinner (VD) zum

Zeitpunkt 0. Dabei enthdlt BK0 =0 KBE/ml, BK1 =500 KBE/ml und

BK 2 = 5x 105> KBE/ml zugegebene ECH.

4.2.4 Untersuchungsergebnisse des hypoosmotischen Schwelltests

Die Ergebnisse des HOS-Tests, welche ebenfalls direkt nach der Herstellung der Testan-
satze zum Zeitpunkt 0 erhoben wurden, sind im nachfolgenden Diagramm dargestellt.

Hier ist eine relativ hohe Standardabweichung aufgrund der unterschiedlichen Aus-

gangsqualitat der Ejakulate zu festzustellen.
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Abbildung 6:  Prozentsatz nicht aufgerollter Spermienschwanze im HOS-Test (Mittel-

werte (X ) und Standardabweichung (SD) der Versuchsdurchdufe, n =5,
Einfachmessung einer Probe) bei unterschiedlichen Bakterienkonzent-
rationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD) zum
Zeitpunkt 0; dabei enthdlt VD1=0mg/l, VD2=20mg/],
VD 3=100mg/l und VD 4 =200 mg/l Gentamicin; BK 0 =0 KBE/ml,
BK 1 =500 KBE/ml und BK 2 = 5x 10> KBE/ml zugegebene ECH.

4.3 Untersuchungsergebnisse der Testansitze im Zeitverlauf

In diesem Kapitel werden die lber drei Tage erhobenen Untersuchungsergebnisse der

Testansatze aus Spermien, ECH-Suspension (0, 500 oder 5x 10> KBE/ml) und Verdiinner
(VD1 bis VD4) dargestellt. Es wurden nach 24, 48 und 72 h dieselben Parameter bei glei-

cher Vorgehensweise untersucht, wie fiir den Zeitpunkt 0.
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4.3.1 Mittels CASA erhobene Untersuchungsergebnisse

4.3.1.1 Motilitat

In der Abbildung 7 wird der vom CASA gemessene Prozentsatz motiler Spermien (Ge-
samtmotilitdt) im Zeitverlauf tiber drei Tage graphisch verdeutlicht. Beriicksichtigt wer-

den sowohl die verschiedenen VD als auch die unterschiedlichen ECH-Konzentrationen.

Am Tag 0 konnte kein Unterschied in der Motilitat festgestellt werden. Wie im Linien-
diagramm erkennbar ist, zeigten die Spermien in allen Testansitzen iliber die Zeit eine
signifikante Abnahme der Gesamtbeweglichkeit (prss < 0,0001). Die durchschnittliche
Motilitait der 12 Testansdtze in den 5 Versuchsdurchldufen betrug am Tag O:
81 + 2,4 % und sank bis auf 47,0 + 23,4 % (n = 60, 8-fach Messung aus einer Probe) am
Tag 3. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die durchschnittliche Motilitat der mit dem
VD 4 versetzten Testansdtze schon ab Tag 1 der Untersuchung deutlich unter den arith-
metischen Mittelwerten der tibrigen VD lag. An Tag 2 und 3 vergrofderte sich der Niveau-
Unterschied zwischen den einzelnen VD weiter, sodass die mit VD 4 versetzen Testan-
sdtze am Tag 3 nur noch eine Gesamtmotilitat von 8,0 + 9,7 % bei BK 0, 7,4 + 9,6 % bei
BK 1 und 12,9 £ 9,6 % bei hoher BK 2 (n =5, 8-fach Messung aus einer Probe) erreich-
ten. Der Durchschnitt der librigen Testansdtze (VD 1 - 3, BK 0 - 2) lag in den 5 Ver-
suchsdurchlaufen hingegen bei 59,5 + 6,7 % (n =45, 8-fach Messung aus einer Probe)

Gesamtmotilitit.

Neben dem erwahnten Zeiteffekt konnte damit auch ein VD-Effekt nachgewiesen wer-
den (pvo = 0,0004). Die Beweglichkeit fallt im VD 4 deutlich schneller ab als in den {ibri-
gen VD. Ein signifikanter Unterschied in den Zeitverlaufen (pr < 0,0001) bestatigt diese
Beobachtung.
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Abbildung 7:  Ergebnisse der CASA-gemessenen Gesamtmotilitat (in %) (Mittelwerte

(x ) der Versuchsdurchaufe, n =5, 8-fach Messung einer Probe) bei un-
terschiedlichen Bakterienkonzentrationen (BK) und Gentamicinkon-
zentrationen im Verdiinner (VD) im Zeitverlauf, dabei enthalt
VD1=0mg/l, VD2=20mg/l, VD 3=100mg/l und VD 4 =200 mg/I
Gentamicin; BK 0 =0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml und

BK 2 = 5x 105 KBE/ml zugegebene ECH.

Ein Effekt der unterschiedlichen BK konnte, wie auch im Graphen der Abbildung 8 zu

sehen ist, nicht nachgewiesen werden. Ebenso zeigten die Varianzanalysen der Faktoren

Tag und BK, als auch die Kombination VD und BK keinen signifikanten Einfluss.
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Abbildung 8:  Ergebnisse der CASA-gemessenen Gesamtmotilitdt (in %) (Mittelwerte
(x) der 5 Versuchsdurchdufe und 4 VD, n =20, 8-fach Messung einer
Probe) bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen (BK) im Zeit-
verlauf, dabei enthdlt BKO0=0KBE/ml, BK1=500KBE/ml und
BK 2 = 5x 105> KBE/ml zugegebene ECH.

4.3.1.2 Vorwirtsbeweglichkeit

In diesem Abschnitt und in den Abbildung 9 und 10 wird der Prozentsatz der mittels
CASA gemessenen Vorwartsbeweglichkeit der Spermien in den Testansadtzen dargestellt.
Beriicksichtigt wurden die verschiedenen VD1 - VD 4, die unterschiedlichen ECH-

Suspensionen und die Lagerungsdauer (24, 48 oder 72 h).

Die Ausgangswerte der Testansitze lagen am Tag 0 sehr dicht beisammen. Wie im Lini-
endiagramm erkennbar ist, zeigten sich in allen Testansitzen im Verlauf der 3 Tage eine
signifikante Abnahme der Progressivmotilitit (prs <0,0001). Die durchschnittliche
Vorwartsbeweglichkeit der 12 Testansatze in den 5 Versuchsdurchldufen betrug am
Tag 0: 73,2 £ 2,6 %. Am Tag 3 fiel sie auf 38,4 + 22,1 % (n = 60, 8-fach Messung aus einer
Probe). Wie bei der Gesamtbeweglichkeit lasst sich auch bei der Vorwartsbeweglichkeit
bereits am Tag 1 ein ungleicher Abfall der Werte erkennen. Die Werte der mit VD 4 ver-
setzten Testansdtze lagen deutlich unter den arithmetischen Mittelwerten der librigen

VD. An Tag 2 und 3 steigerte sich der Niveau-Unterschied zwischen den einzelnen VD
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noch weiter, sodass an Tag 3 bei den mit VD 4 versetzen Testansatzen nur noch eine

Vorwartsbeweglichkeit von 2,9 *+ 5,3 % bei keiner ECH-Zugabe, 2,0 + 1,7 % bei geringer
ECH-Zugabe und 4,3 * 5,3 % hoher ECH-Zugabe (n = 5, 8-fach Messung aus einer Probe)

erreicht wurde. Der Durchschnitt der librigen Testansatze (VD 1 - 3, BK 0 - 2) lag in den

5 Versuchsdurchldufen hingegen bei 50,2 + 7,0 % (n = 45, 8-fach Messung aus einer Pro-

be) vorwartsbewegliche Spermien. Neben dem erwdhnten Zeiteffekt konnte auch ein

VD-Effekt nachgewiesen werden (pvo = 0,0004). Des Weiteren bestand eine signifikante

Interaktion zwischen Zeit und Verdiinner (pw < 0,0001).

90
80
—4—VD 1BKO
70— ~#-VD 2 BKO
~#=VD 3 BKO
= 60
I =>=VD 4 BK 0
=
(%)
B 50 =#=VD 1BK 1
: S \\ \\‘ ——VD2BK 1
=
2 40 \ ===\/D 3 BK 1
(©
g ——VD 4 BK 1
> 30
VD 1BK 2
20 —4—VD 2 BK 2
~#-VD 3 BK 2
10 VD 4 BK 2
0
Tag 0 Tag 1l Tag 2 Tag 3
Abbildung 9:  Ergebnisse der CASA-gemessenen vorwartsbeweglichen Spermien (in

%) (Mittelwerte (X ) der Versuchsdurchaufe, n =5, 8-fach Messung ei-
ner Probe) bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen (BK) und
Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD) im Zeitverlauf; dabei
enthilt VD1=0mg/l, VD2=20mg/l, VD3=100mg/l und
VD 4 = 200 mg/]1 Gentamicin; BK 0 = 0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml und
BK 2 = 5x 105 KBE/ml zugegebene ECH.
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Analog zu der Motilitdt lief sich auch bei der Vorwartsbeweglichkeit kein Effekt der un-

terschiedlichen BK erkennen (Abb. 10). Ebenso zeigten die Varianzanalysen der Fakto-

ren Tag und ECH als auch die Kombination VD und ECH keinen statistisch signifikanten

Unterschied.
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Abbildung 10:

Ergebnisse der CASA-gemessenen vorwartsbeweglichen Spermien (in
%) (Mittelwerte (X ) der 5 Versuchsdurchdufe und 4 VD, n = 20, 8-fach
Messung einer Probe) bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen
(BK) im Zeitverlauf; dabei enthalt BK 0 = 0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml
und BK 2 = 5x 10> KBE/ml zugegebene ECH

4.3.1.3 Andere CASA-ermittelte Parameter

Die Messergebnisse der restlichen Parameter (DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN,
WOB, ALH und BCF), die durch den CASA fiir die verschiedenen VD und unterschiedli-

chen ECH Zusatze nach Lagerung bei 4 °C iiber 3 Tage bestimmt wurden, sind in der fol-

gender Tab. 16 im Anhang (9.2) zusammengefasst.

Die Auswertung der Streckenparameter (DAP, DCL und DSL) ergab in allen Testansatzen

eine Abnahme der arithmetischen Mittelwerte bis hin zum Tag 3. Weiterhin ist ein Un-

terschied zwischen den einzelnen VD zu sehen. Die Testansitze, die mit VD 4 versetzt

wurden, legten im Schnitt eine kiirzere Strecke zuriick. Analog zu der Gesamtbeweglich-
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keit und Vorwartsbeweglichkeit wurden auch hier stirkere Abnahmen bei VD 4 iiber
den Zeitraum hinweg und damit eine Zweifach-Wechselwirkung (Zeit und Gentamicin-
konzentration) beobachtet. Die tibrigen Testansatze verhielten sich untereinander sehr
ahnlich und wiesen im arithmetischen Mittel eine geringere Reduktion der Streckenpa-

rameter auf.

Die beschriebene Abnahme der arithmetischen Mittelwerte der Parameter DAP, DCL
und DSL im Zeitverlauf wahrend des Versuchsdurchlaufs war signifikant (pzeit=0,0001
bis 0,0002). In den Testansatzen mit VD 4 konnte ebenfalls bei allen drei Streckenpara-
metern ein signifikanter Unterschied zu den anderen Gentamicinkonzentrationen nach-
gewiesen werden (DAP: pvp=0,0014; DCL: pvp=0,0007 und DSL: pvp = 0,0027). Ebenso
grofde signifikante Unterschiede konnten fiir die Zweifach-Wechselwirkung zwischen
Zeit und VD errechnet werden (DAP: prv<0,0001; DCL: ptv<0,0001 und DSL: ptv
0,017). Ein alleiniger Einfluss der zugegebenen BK konnte statistisch nicht belegt wer-
den. Jedoch ergab die Varianzanalyse fiir die Parameter DAP (prts=0,0075) DCL
(pre =0,0007) und DSL (prs =0,011) signifikante Unterschiede beziiglich der Wechsel-
wirkungen zwischen den Tagen und den BK. Weiterhin erwies sich fiir den Parameter
DCL die Wechselwirkung zwischen den VD und der BK als signifikant (psv=0,026).
Stellvertretend fiir die drei Streckenparameter sind im Folgenden die fiir den Parameter

DCL als signifikant errechneten Einflussfaktoren graphisch dargestellt.
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Abbildung 11: Ergebnisse des Bewegungsparameters DCL (in um) (Mittelwerte (X)
der 5 Versuchsdurchaufe und 3 BK, n = 15, 8-fach Messung einer Probe)
bei unterschiedlichen Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD)
im  Zeitverlauf; dabei enthidlt VD1=0mg/l, VD2=20mg/],
VD 3 =100 mg/l und VD 4 = 200 mg/]1 Gentamicin.
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Abbildung 12: Ergebnisse des Bewegungsparameters DCL (in pm) (Mittelwerte (X)

der 5 Versuchsdurchaufe und 4 VD, n = 20, 8-fach Messung einer Probe)
bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen (BK) im Zeitverlauf;
dabei enthalt BK 0 =0 KBE/ml], BK 1 =500 KBE/ml und
BK 2 = 5x 105 KBE/ml zugegebene ECH.
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Abbildung 13: Ergebnisse des Bewegungsparameters DCL (in um) (Mittelwerte (X)
der 5 Versuchsdurchdufe und 4 Untersuchungszeitpunkte, n = 20, 8-
fach Messung einer Probe) bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrati-
onen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD); dabei
enthilt VD1=0mg/l, VD2=20mg/l, VD3=100mg/l und
VD 4 =200 mg/] Gentamicin; BK 0 = 0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml und
BK 2 = 5x 105 KBE/ml zugegebene ECH

Die Auswertung der Geschwindigkeitsparameter (VAP, VCL und VSL) ergab iliber den
Untersuchungszeitraum eine Reduktion der arithmetischen Mittelwerte in allen Testan-
sdatzen. Auch hier ist ein Unterschied zwischen den verwendeten VD feststellbar. Bei den
Testansatzen, die mit VD 4 versetzt wurden, wurde im arithmetischen Mittel eine gerin-
gere Geschwindigkeit gemessen als bei den tibrigen VD. In Anbetracht des Zeitverlaufs
konnte zusatzlich zu diesem VD-Effekt eine Wechselwirkung zwischen Zeit und VD beo-
bachtet werden. Die Spermien in VD 4 verloren iiber die drei Tage starker an Geschwin-
digkeit. Die iibrigen Testansatze verhielten sich hingegen untereinander sehr dhnlich
und wiesen im arithmetischen Mittel eine geringere Reduktion der VAP-, VCL- und VSL-
Werte auf.

Die beschriebene Abnahme der arithmetischen Mittelwerte der Geschwindigkeitspara-

meter VAP, VCL und VSL im Zeitverlauf erwies sich als hoch signifikant (pzeit= 0,0001 bis

0,0002). Auch bei der Varianzanalyse der verschiedenen VD zeichnete sich eine Signifi-

kanz fiir alle 3 Parameter ab (pvp=0,0017; 0,0030 und 0,0017). Des Weiteren ergaben

sich fiir die Parameter VAP, VCL und VSL signifikant unterschiedliche Werte durch eine
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Wechselwirkung zwischen der Zeit und dem VD (prv < 0,0001; < 0,0001 und 0,035). Ein
alleiniger Einfluss der zugegebenen BK konnte statistisch nicht belegt werden. Jedoch
ergaben sich auch hier fiir die Parameter VAP (pts =0,015) VCL (pt8 =0,001) und VSL
(pr = 0,015) signifikante Unterschiede durch eine Wechselwirkung zwischen den Tagen
und den BK. Fiir den Parameter VCL konnte zusatzlich noch eine Wechselwirkung zwi-
schen den VD und der BK als signifikant (psv = 0,015) ermittelt werden. Sowohl VAP als
auch VSL lagen in Hinblick auf diese Wechselwirkung oberhalb des als signifikant defi-
nierten Bereichs (psv =0,068; 0,097). Auf eine graphische Darstellung der Ergebnisse

wird aufgrund der Ahnlichkeit zu den Resultaten der Streckenparameter verzichtet.

Bei Betrachtung des Parameters STR konnte bei den unterschiedlichen Testansdtzen
eine tendenzielle Abnahme der Werte im Zeitverlauf festgestellt werden. Dabei ist, wie
auch in Abb. 14 zu sehen, insbesondere der Abfall in den ersten 24 h markant, wahrend

die Werte tliber die folgenden Tage das erreichte Niveau dann anndhernd beibehalten.
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Abbildung 14: Ergebnisse des Bewegungsparameters STR (in %) (Mittelwerte (X ) der
Versuchsdurchaufe, n = 5, 8-fach Messung einer Probe) bei unterschied-
lichen Bakterienkonzentrationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen
im Verdinner (VD) im Zeitverlauf; dabei enthdlt VD 1=0mg/],
VD2=20mg/l, VD3=100mg/l und VD 4=200mg/l Gentamicin;
BK 0 =0KBE/ml, BK1=500KBE/ml und BK 2 =5x 105> KBE/ml zuge-
gebene ECH
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Der Einfluss des Faktors Zeit war signifikant (pzeit= 0,0007). Die librigen Faktoren: VD,

BK und die Wechselwirkung aus diesen beiden Parametern hatten keinen signifikanten

Einfluss auf die Geradlinigkeit (STR).

Ein Abfall der Werte in den ersten 24 h konnte auch fiir den Motilitatsparameter LIN

beobachtet werden. Wahrend die am Tag 1 erreichten LIN-Werte der Testansatze mit

den Verdiinnern VD 2, 3 und 4 an den Folgetagen nur noch gering variierten, war bei

VD 1 wieder ein Anstieg der Werte bis hin zum Tag 3 zu beobachten. Zur Veranschauli-

chung dient die nachstehende Abbildung 15. Die Varianzanalyse bestdtigte diese Be-

obachtungen und ergab fiir den Faktor Zeit eine hohe Signifikanz (pzeit=0,0001). Dane-

ben konnte auch eine Wechselwirkung zwischen Tag und VD herausgestellt werden

(prv=0,025). Die librigen analysierten Parameter zeigten keinen signifikanten Einfluss.
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Abbildung 15: Ergebnisse des Bewegungsparameters LIN (in %) (Mittelwerte (X ) der

5 Versuchsdurchaufe und 3 BK, n = 15, 8-fach Messung einer Probe) bei
unterschiedlichen Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD) im
Zeitverlauf; dabei VD 1=0mg/l, VD 2 =20 mg/],
VD 3 =100 mg/l und VD 4 = 200 mg/l Gentamicin.

enthalt

Ahnliche Ergebnisse konnten fiir die Werte des Parameter WOB ermittelt werden. Nach

einem Abfall der Messergebnisse aller Testansatze innerhalb der ersten 24 h kam es im
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weiteren Zeitverlauf bei den Testansdtzen mit VD 2 und 3 im Mittel nur noch zu einem
geringen Wiederanstieg. Die Werte der VD 1 bzw. VD 4 stiegen hingegen zu Tag 3 hin
wieder an. Der Verlauf ist in Abbildung 16 graphisch dargestellt.
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Abbildung 16: Ergebnisse des Bewegungsparameters WOB (in %) (Mittelwerte (X)
der 5 Versuchsdurchaufe und 3 BK, n = 15, 8-fach Messung einer Probe)
bei unterschiedlichen Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD)
im  Zeitverlauf; dabei enthdlt VD1=0mg/l, VD2=20mg/],
VD 3 =100 mg/lund VD 4 = 200 mg/l Gentamicin.

In der statistischen Auswertung der WOB-Messungen war fiir den Faktor Zeit eine Signi-
fikanz (pzeit< 0,0001) nachweisbar. Daneben konnte auch eine signifikante Wechselwir-
kung zwischen Tag und VD ermittelt werden (prv=0,016). Die Analyse der tbrigen Pa-

rameter ergab keine signifikanten Einfliisse.

Auch fiir den Motilitatsparameter ALH konnten im Verlauf der drei Tage Unterschiede in
Abhangigkeit zum verwendeten VD festgestellt werden. Generell fand ein Anstieg der
Werte in den ersten 24 h statt, dem im iibrigen Zeitverlauf ein Abfall folgte. Dabei stie-
gen die arithmetischen Mittelwerte in den Testansdtzen mit VD 1, 2 und 3 starker an als
im Ansatz mit VD 4. Die daraufhin einsetzende Abnahme der ALH bis hin zum Tag 3 war
fir die Testansatze mit VD 1, 2 und 3 deutlich flacher und die Werte blieben oberhalb
der Ausgangsniveaus. Der ALH-Wert im Testansatz mit VD 4 sank hingegen starker ab
und erreichte im tibrigen Zeitverlauf Werte unterhalb des Ausgangsniveaus (Abb. 17).
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In den Testansitzen waren die  ALH-Unterschiede im Zeitverlauf signifikant

(pzeit = 0,0013). Weiterhin erwies sich der zwischen den unterschiedlichen VD beschrie-

bene Unterschied als signifikant (pvp= 0,001). Ebenfalls statistisch belegt werden konn-

te die Wechselwirkung aus Zeit und VD (prv < 0,0001).
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Abbildung 17: Ergebnisse des Bewegungsparameters ALH (in um) (Mittelwerte (k)

der 5 Versuchsdurchaufe und 3 BK, n = 15, 8-fach Messung einer Probe)
bei unterschiedlichen Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD)
im  Zeitverlauf;, dabei enthdlt VD1=0mg/l, VD2=20mg/l],
VD 3 =100 mg/l und VD 4 = 200 mg/1 Gentamicin.

BCF zeigte ebenfalls eine tendenzielle Abnahme der arithmetischen Mittelwerte aller

Versuchsansatze im Zeitverlauf. Wie in Abbildung 18 zu erkennen, lagen am Tag 0 alle

Werte eng beisammen. Die Variabilitdat der Werte stieg jedoch bis zum Tag 3 hin an, oh-

ne dass ein Zusammenhang zu VD und BK nachweisbar war. Im Zeitverlauf lief3 sich fir

die Testansatze eine signifikante Abnahme der Werte ermitteln (pzeit = 0,0021). Die iib-

rigen Variablen und deren Wechselwirkungen blieben ohne Signifikanz und hattem so-

mit wahrscheinlich keinen Einfluss auf die BCF.
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Abbildung 18: Ergebnisse des Bewegungsparameters BCF (in Hz) (Mittelwerte (X ) der
Versuchsdurchaufe, n = 5, 8-fach Messung einer Probe) bei unterschied-
lichen Bakterienkonzentrationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen
im Verdiinner (VD) im Zeitverlauf; dabei enthdlt VD 1=0mg/],
VD 2=20mg/l, VD3=100mg/l und VD 4 =200mg/l Gentamicin;
BK 0 =0KBE/ml, BK1=500KBE/ml und BK 2 =5x 10> KBE/ml zuge-
gebene ECH.

4.3.2 Untersuchungsergebnisse des Eosin-Ausstrichs

Die Spermienviabilitdt der Testansatze wurde mithilfe des Eosin-Ausstrichs untersucht.
Wie bei der Motilitdtsanalyse, war auch hier eine konstante, iiber den Untersuchungs-
zeitraum von 3 Tagen andauernde Abnahme des Anteils lebender Spermien in den Test-

ansatzen festzustellen.

Abbildung 19 zeigt schematisch den prozentualen Anteil der Spermien, die als lebend
gewertet wurden. Am Tag O der Untersuchung war eine sehr homogene Ausgangslage
mit Werten zwischen 70 % und 80 % ungefarbten und damit lebenden Spermien vorzu-
finden. Ein deutlicher, nahezu linearer Abfall bis zum Tag 3 konnte bei allen Testansat-
zen festgestellt. Weiterhin lasst sich bereits ab Tag 1, deutlicher noch ab Tag 2 erkennen,
dass die Werte der drei Testansatze, die VD 4 enthielten, unter den Werten der tbrigen

Testansotze lagen und einen starkeren Abfall aufwiesen.
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Abbildung 19: Ergebnisse der, nach Eosin-Ausstrich, lebenden Spermien (in %) (Mit-
telwerte (x ) der Versuchsdurchaufe, n = 5, 8-fach Messung einer Probe)
bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen (BK) und Gentamicin-
konzentrationen im Verdiinner (VD) im Zeitverlauf; dabei enthalt
VD1=0mg/l, VD 2=20mg/l, VD 3 =100 mg/l und VD 4 =200 mg/]
Gentamicin; BK 0 =0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml und
BK 2 = 5x 105 KBE/ml zugegebene ECH.

Die statistische Varianzanalyse belegt die im Zeitverlauf beschriebene Beobachtung. Es
kam zu einer signifikanten Zunahme des prozentualen Anteils der Eosin-gefarbten und
damit toten Spermien (pzeit = 0,0001). Ebenso konnte ein Einfluss der VD 1 - VD 4 auf
den prozentualen Anteil lebender Spermien in den untersuchten Testansdtzen nachge-
wiesen werden (pvp=0,014). Auch die Zeitabhdngigkeit der Messwerte sowie die
Wechselwirkung zwischen Zeit und VD, konnten als signifikant bestitigt werden
(prv = 0,035). Ein direkter Einfluss oder eine Wechselwirkung der BK war jedoch statis-
tisch nicht belegbar.
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4.3.3 Untersuchungsergebnisse der Spermac®-Firbung

Der Einfluss der verschiedenen VD und der verschiedenen BK auf den Anteil morpholo-

gisch veranderter Spermien wurde mithilfe der Spermac® Farbung untersucht.

Abbildung 20 zeigt den prozentualen Gesamtanteil der Spermien, die zum jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt pathologische Verinderungen aufwiesen. Ubersichtshalber
wurden die arithmetischen Mittelwerte der vier unterschiedlichen VD gebildet. Die Er-
gebnisse der drei unterschiedlichen BK unterschieden sich zu Beginn der Untersuchung
starker als zu den anderen Zeitpunkten. Es ist ersichtlich, dass liber die Zeit der Anteil
veranderter Spermien im Mittel aller Testansdtze anstieg, auch wenn in einer Einzeldar-
stellung einzelne Graphen zeitweise geringfiigig fallen. Die Testansitze, denen keine
ECH-Suspension zugegeben wurden waren, wiesen im arithmetischen Mittel stets einen
niedrigeren Prozentsatz an pathologisch verdnderten Spermien auf als die mit ECH-
Suspension. Bei dem arithmetischen Mittelwert der Testansatze mit der niedrigen BK 1
war zu Beginn noch ein deutlicher Unterschied zu den Testansatzen mit der BK 0 festzu-
stellen. Ab Tag 2 verliefen die Graphen jedoch sehr dhnlich, auch wenn die Werte der
Testansatze mit der BK 1 gering liber denjenigen der BK 0 lagen. Die arithmetischen Mit-
telwerte bei den Testansdtzen mit der BK 2 zeigten einen anndhernd linearen Anstieg
der Werte iiber die Zeit. Die Messergebnisse lagen dabei stets iiber denen der anderen

Testansatze. Ein Einfluss der unterschiedlichen VD konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: Anteil morphologisch veranderter Spermien (in %) (Mittelwerte (x)
der 5 Versuchsdurchaufe und 4 VD, n = 20, 8-fach Messung einer Probe)
bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen (BK) im Zeitverlauf;
dabei enthalt BK 0 =0 KBE/ml], BK 1 =500 KBE/ml und
BK 2 = 5x 105 KBE/ml zugegebene ECH.

Die statistische Auswertung ergab einen signifikanten Anstieg des Anteils an verdnder-
ten Samenzellen in den Testansitzen iiber den Untersuchungszeitraum von 3 Tagen
(pzeit = 0,0035). Zusatzlich konnte ein negativer Effekt der zugesetzten BK aufgezeigt
werden, wobei die Unterschiede zwischen den BK als signifikant einzuschatzen waren

(psk = 0,0069). Weitere Effekte waren nicht nachweisbar.

4.3.3.1 Pathomorphologische Einzelparameter

Im Folgenden werden die einzelnen Parameter aufgeschliisselt, die im Sinne der klassi-
schen Spermatologie bei den Testansatzen untersucht wurden. Diese morphologischen

Veranderungen konnten die Geif3el, den Hals oder den Kopf der Spermien betreffen.

In dem untersuchten Zeitraum haufte sich in den 12 Testansatzen bei den 5 Versuchs-
durchlaufen die Anzahl der arithmetischen Mittelwerte der Geifselveranderungen. Dabei
ist insbesondere die Steigerung von Tag 0: 12,0 + 8,7 % auf Tag 1: 19,2 + 14,7 % (n = 60,

Einfachmessung einer Probe) zu vermerken. Die Auswertung der folgenden zwei Tage
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zeigte dhnliche Werte wie am Tag 1 und somit keine weitere Haufung der Geifdelveran-
derungen wahrend der Lagerung im Kiuhlschrank (Tag 2: 19,1 +12,5%; Tag 3:
17,5+10,3 %; n =60, Einfachmessung einer Probe). Der Niveauanstieg wurde in der
statistischen Analyse als hoch signifikant berechnet (pzeit= 0,0004). Ein Einfluss der zu-

gegebenen ECH-Konzentrationen oder des VD ist hingegen unwahrscheinlich.

Die Betrachtung der Spermienhalsverdnderungen lasst einen Einfluss der BK vermuten.
Wahrend des Untersuchungszeitraums wiesen die Testansatze, welche mit der h6chsten
ECH-Konzentration (BK 2) versetzt wurden waren, im Mittel (5 Versuchsdurchléaufe, 4
VD und 4 Untersuchungszeitpunkte) hohere Werte auf: 1,6 + 1,2 % als die librigen Test-
ansatze BK0: 1,2+ 1,0 % und BK 1: 1,3+ 1,2 % (n =80, Einfachmessung einer Probe).
Die folgende statistische Bewertung belegte die Beobachtung (psk = 0,01). Die librigen

Parameter zeigten keinen Einfluss auf den Anteil an Spermienhalsveranderungen.

Die graphische Darstellung der Anteile von Spermien mit Halsveranderungen in Abhéan-
gigkeit von der BK (Abbildung 21) lasst zusatzlich noch eine Wechselwirkung zwischen
der ECH-Konzentration und den einzelnen VD erkennen. Bei dem Testansatz ohne ECH-
Zusatz waren die Werte der einzelnen VD nahezu identisch. Bei geringem ECH-Zusatz
(BK'1) zeigten die VD 0 und VD 1 die meisten Veranderungen. Bei der hohen ECH-
Konzentration war dann im VD 3 gefolgt vom VD 1 der hochste Anteil an Halsverdnde-
rungen nachweisbar. Diese Wechselwirkung konnte als statistisch signifikant belegt

werden (psv = 0,03).

Der Durchschnittliche Prozentsatz an losen Kopfen der 12 Testansdtze in den 5 Ver-
suchsdurchlaufen nahm tiber den zwar zu (Tag 0: 2,5 £1,9 %; Tag 1: 2,9 +2,4 %; Tag 2:
2,9 £2,8 % Tag 3: 3,3 +3,2 %; n = 60, Einfachmessung einer Probe), dies erwies sich je-
doch statistisch nicht als signifikant. Ebenso konnte keine Beeinflussung durch die un-
terschiedlichen VD festgestellt werden. Es bestand keine signifikante Abhangigkeit der
durchschnittlichen Ergebnisse der 5 Versuchsdurchlaufe, 4 VD und 4 Untersuchungs-
zeitpunkte von der BK (BK 0: 2,3+ 1,9 %; BK1: 3,0 £ 2,5 %; BK2: 3,4 + 3,3 %; n=80,
Einfachmessung einer Probe). Lediglich die Auswertung der Wechselwirkungen der un-
terschiedlichen Faktoren (Abb. 21) konnte eine Beeinflussung des Anteils an losen Kop-

fen durch ein Zusammenwirken von BK und VD herausstellen (psv = 0,005).
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Abbildung 21: Anteil an Spermienhalsveranderungen bzw. loser Kopfe (in %) (Mittel-
werte (X) der 5 Versuchsdurchaufe und 4 Untersuchungszeitpunkte,
n = 20, Einfachmessung einer Probe) bei unterschiedlichen Bakterien-
konzentrationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner
(VD); dabei enthalt VD 1 =0 mg/l, VD 2 = 20 mg/], VD 3 = 100 mg/l und
VD 4 =200 mg/] Gentamicin; BK 0 = 0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml und
BK 2 = 5x 105 KBE/ml zugegebene ECH.

Die Anzahl der Plasmatropfen in den unterschiedlichen Testansitzen wurde nicht durch
die Variation von VD, BK oder Konservierungsdauer beeinflusst. Im Hinblick auf den
Zeitverlauf konnte eine Wechselwirkung zwischen der Lagerungsdauer und den VD

festgestellt werden (prv = 0,0021).

4.3.3.2 Kappenverdnderungen

Im Hinblick auf eine funktionierende Akrosomenreaktion wurden die durch die Sper-
mac®-Farbung sichtbar gemachten Spermien-Kappen in den Testansitzen auf patholo-
gische Abweichungen untersucht. Dabei wurden bei den Veranderungen zwischen abge-

l6sten, schiefen und deformierten Kopfkappen unterschieden.

Der durchschnittliche Prozentsatz an abgelosten Kappen der 12 Testansatze in den 5
Versuchsdurchlaufen stieg wahrend der Lagerung signifikant (pzeit = 0,014) an (Tag O:
3,5+ 4,2 % bis Tag 3: 5,4 + 3,8 %; n = 60, Einfachmessung).

Die Anzahl der schiefen Kappen der 12 Testanséatze in den 5 Versuchsdurchlaufen stieg

im arithmetischen Mittel sowohl iiber die Zeit (Tag 0: 0,5 + 0,5 % bis Tag 3: 0,9 + 0,6 %;
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n = 60, Einfachmessung) als auch mit zunehmender Gentamicinkonzentration (VD 1: 0,6
+0,7% bis VD4: 0,8+0,6%; n=60, Einfachmessung) und zunehmender ECH-
Konzentration (BK 0: 0,7 + 0,6 % bis BK 2: 0,8 + 0,6 %; n = 80, Einfachmessung) an. Die

Werte ergaben jedoch keine signifikante Abweichung.

Die Auswertung der Wechselwirkungen zwischen den Variablen Tag und VD konnte eine

Signifikanz knapp unterhalb des Signifikanzniveaus zeigen (prv = 0,049).

Uber die dreitigige Lagerung konnte aucg ein deutlicher Anstieg des Prozentsatzes an
deformierten Kappen der 12 Testansatze in den 5 Versuchsdurchlaufen nachgewiesen
werden. Wahrend am Tag 0 direkt nach Entnahme der Testansatze im arithmetisch Mit-
tel 4,8 + 3,3 % verdndert waren, stieg der Anteil nach 3 Tagen bis auf 12,6 + 4,7 % (Tag
1: 7,6 £5,4 %; Tag 2: 11,2 £ 5,2 %; n = 60, Einfachmessung). Die statistische Auswertung
belegte den beschriebenen Anstieg als signifikant (pzeit < 0,0001). In Anbetracht der un-
terschiedlichen VD und BK konnten zwar leichte Zunahmen bei steigenden Konzentrati-
onen beobachtet werden, signifikante Unterschiede ergaben sich jedoch nicht. Mégliche
Wechselwirkungen konnten im Zusammenhang mit Kappendeformationen nicht gezeigt

werden.

4.3.4 Untersuchungsergebnisse des Hypoosmotischen Schwelltests

Die Membranintegritidt der Spermien wurde in den Versuchen mithilfe des HOS-Tests
(Hypoosmotischen Schwelltests) ausgewertet. Die gewonnenen Daten wahrend der
dreitdgigen Versuchsdurchlaufe mit verschiedenen VD und ECH-Konzentrationen sind in

Abbildung 22 graphisch dargestellt.

Die arithmetischen Mittelwerte der unterschiedlichen Testansitze in den 5 Versuchs-
durchlaufen lagen am Tag O sehr dicht zusammen (9,7 + 1,0 %; n = 60, Einfachmes-
sung). Im folgenden Zeitverlauf konnte bei den unterschiedlichen Testansdtzen eine
kontinuierliche, wenn auch nicht ganz gleichmafdige Zunahme der Werte bis zum Tag 3
verzeichnet werden. Weiterhin konnte ein Niveauunterschied zwischen den unter-
schiedlichen VD nachgewiesen werden. Der Anteil membrandefekter, nicht aufgerollter
Spermienschwanze stieg im VD 4 im Vergleich zu den tibrigen drei VD steiler an und war

stets am hochsten.
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Abbildung 22: Anteil der im HOS-Test nicht aufgerollten, membrandefekten Spermien
(in %) (Mittelwerte (X ) der 5 Versuchsdurchaufe und 3 BK, n = 15, Ein-
fachmessung einer Probe) bei unterschiedlichen Gentamicinkonzentra-
tionen im Verdiinner (VD) im Zeitverlauf; dabei enthédlt VD 1 =0 mg/l,
VD 2 =20mg/], VD 3 =100 mg/l und VD 4 = 200 mg/1 Gentamicin.

Die statistische Auswertung der ermittelten Daten zeigte eine signifikante Abhangigkeit
des Anteils membrandefekter Spermien von dem Faktor Zeit (pzeit=0,0007). Auch die
Unterschiede zwischen den einzelnen VD wurden als signifikant bewertet (pvp = 0,014).
Als Letztes konnte noch eine Wechselwirkung zwischen der Lagerungsdauer und den
VD als signifikant herausgestellt werden (prv=0,0009). Die zugesetzte ECH-
Konzentration und weitere Wechselwirkungen waren als Einflussfaktoren auf die An-
zahl aufgerollter Spermienschwanze im HOS-Test im Untersuchungszeitraum statistisch

nicht belegbar.

4.3.5 Bakteriologische Analyse

Im Folgenden wird auf die quantitative mikrobielle Analyse im Zeitverlauf wahrend der
Versuchsdurchaufe eingegangen. Diese bezieht sich auf die im Rahmen der Versuche

verwendeten ECH-Suspensionen, welche in den jeweiligen Testansdtzen inokuliert wor-
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den waren. Die qualitative Analyse des Keimspektrums im Nativejakulat wurde im Kapi-

tel 4.1.3 abgehandelt.

Die Untersuchung der Kolonien der verschieden Testansdtze erfolgte nach 1, 2 und 3
Tagen und Lagerung bei 4 °C durch manuelles Auszahlen der bebriiteten Agarplatten. In
der ersten Woche wurden pro Testansatz jeweils zwei Agarplatten (Blut und Gassner)
beimpft. Jedoch wurden aufgrund von Wachstumsunterschiede zwischen den Agartypen
nur die Werte der Blut-Agarplatten verwendet. Ab dem zweiten Versuchsdurchlauf fan-
den deshalb fortan zwei Blut-Agarplatten Verwendung. Eine Differenzierung zwischen
den zugegebenen Keimen und der in den Ejakulaten und damit auch Testansatzen ent-
haltenen Bakterien erfolgte durch wachstumsmorphologische Unterschiede. Letztere

wurden bei der Bewertung nicht weiter beriicksichtigt.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der quantitativen bakteriologischen Analyse der
Testansatze gestaffelt nach dem verwendeten VD graphisch, zum Teil logarithmisch,
dargestellt. Bei Betrachtung des VD 1 ist liber die Zeit ein Abfall der Koloniezahlen fest-
zustellen. Das starkste Keimwachstum wurde stets bei der BK 2 gezahlt. Im Verlauf der
Zeit bis hin zu Tag 3 reduzierte sich die nurchschnittliche Zahl gefundener Keime (Tag 1:
50800 KBE/ml auf Tag 3: 37200 KBE/ml, n = 5, 2-fach Messung). Die Keimkonzentratio-
nen in den Testansatzen mit BK 0 und BK 1 lagen im Mittel auf demselben Nivau. Wah-
rend der 3 Tage fiel auch hier die Zahl anziichtbarer Keime, wodurch am Ende circa noch
1/5 der Bakterien reisoliert werden konnten (Tag 1: ~500 KBE/ml auf Tag 3
~140 KBE/ml, n =5, 2-fach Messung). Eine Keimfreiheit war bei keinem mit VD 1 ver-

dinnten Testansatz festzustellen.

VD 2 wies bereits am Tag 1 deutlich geringere Keimzahlen auf als VD 1, die wahrend der
Lagerung noch weiter sanken. Bei der hochkonzentrierten ECH-Suspension (BK 2) sank
die Keimdichte von 1364 KBE/ml am Tag 1 auf 65,6 KBE/ml an Tag 3 (n = 5, 2-fach Mes-
sung). Die Testansatze mit BK 0 und BK 1 zeigten ebenfalls eine deutlich geringeres abk-
terielles Wachstum (Tag 1: 31 KBE/ml bzw. 25,2 KBE/ml), jedoch konnten auch hier
noch am Ende des Untersuchungszeitraums einzelne Kolonien gefunden werden:

1,6 KBE/ml bzw. 4,8 KBE/ml.

Mit VD 3 war eine noch starkere Reduktion der Keimzahlen in den Testansitzen zu ver-

zeichnen als mit VD 2. Die hohe BK 2 ist bereits nach einem Tag auf 34 KBE/ml und nach
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drei Tagen auf durchschnittlich 5,2 KBE/ml (n =5, 2-fach Messung) gesunken. Bei Be-
trachtung der niedrigeren BK 1 waren am Tag 1 noch 7,6 KBE/ml zu finden. Im weiteren
Verlauf sank die Bakterienzahl auf einzelne Kolonien (Tag 2: 2,4 KBE/ml; Tag 3:
1,8 KBE/ml). In den Testansatzen ohne ECH-Inokulation (BK 0) lief3en sich im gesamten
Zeitverlauf nur vereinzelt Kolonien finden. Die Durchschnittswerte der gefundenen

KBE/ml zeigten zudem einen deutlichen Abfall bis zum Tag 3.

Die quantitative Analyse der Keimzahlen unter Einwirkung der im Versuch hdchsten
Gentamicindosis (VD 4) zeigte bereits nach einem Tag selbst bei hoher ECH-Inokulation
(BK 2) eine fast vollstandige Elimination der Keime. Ab Tag 2 der Untersuchung konnte

in keinem Testansatz mehr ein bakterielles Wachstum festgestellt werden.
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Abbildung 23: Anzahl vermehrungsfahiger ECH in den Testansatzen in der quantitati-

ven bakteriellen Analyse (in KBE/ml) (Mittelwerte (X) der Versuchs-
durchdufe, n =5, 2-fach Messung einer Probe) bei unterschiedlichen
Bakterienkonzentrationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im
(VD) dabei enthdlt VD 1=0mg/],
VD 2=20mg/l, VD3=100mg/l und VD 4 =200mg/l Gentamicin;
BK 0 =0KBE/ml, BK1=500KBE/ml und BK 2 =5x 10> KBE/ml zuge-
gebene ECH

Verdiinner im Zeitverlauf;
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5 Diskussion

Diese Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von ECH und Gentamicin auf fliissigkonser-
viertes Riidensperma. In einem Splitsample-Verfahren wurden dem Ejakulat dabei ver-
schiedene Konzentrationen des Erregers und des Antibiotikums zugesetzt. Die vier VD
(0 mg/1, 20 mg/1, 100 mg/l und 200 mg/l Gentamicin) waren bereits in dem verwende-
ten Verdiinner CaniPro Chill (Minitilb GmbH, Tiefenbach) eingestellt. Bei den Keimzu-
satzen konnte zwischen keiner (BK 0: 0 KBE/ml), geringer (BK 1: 500 KBE/ml ECH) und
hoher (BK 2: 5x 105> KBE/ml ECH) Inokulation unterschieden werden. Die so entstande-
nen 12 Testansatze wurden fiir weitere drei Tage bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert und
im Abstand von 24 h analysiert. Ziel der Untersuchung war es, den Einfluss der Faktoren
VD, ECH, der Zeit und der daraus resultierenden Wechselwirkungen auf die Spermaqua-
litdt wahrend der Fliissigkonservierung zu iiberpriifen. Fiir die Bewertung der Spermien
kamen sowohl klassische subjektive Methoden als auch neuere objektive Verfahren, wie

CASA, zum Einsatz.

5.1 Diskussion der Fragestellung

Die kiinstliche Besamung spielt mittlerweile auch in der Hundezucht eine immer grofie-
re Rolle (Thomassen und Farstad, 2009; Linde Forsberg, 2010). Dabei ist insbesondere
in den letzten 20 Jahren das Interesse an der Fliissigkonservierung von Samen stark an-
gestiegen (Linde Forsberg, 1991; Pinto et al., 1999; Tsutsui et al., 2003; Pefia et al,,
2006). Die Durchfiihrung ist im Vergleich zum Tiefgefriersperma weniger aufwendig
und somit preiswerter und einfach einsetzbar (Pefa et al., 2006; Shahiduzzaman und
Linde Forsberg, 2007). Zudem sind die Trachtigkeitsraten nach Insemination mit fliis-
sigkonserviertem Sperma denen der mit kryokonserviertem Samen tberlegen (Rota et
al,, 1995; Rota et al,, 1997; Pinto et al,, 1999; Ponglowhapan et al., 2004; Linde Forsberg,
2010).

Die zur Herstellung benotigten Ejakulate werden fiir gewohnlich durch Masturbation
gewonnen. Die Samengewinnung mittels manueller Stimulation ist jedoch keine sterile
Technik (Kustritz et al,, 2005) und auch das Ejakulat selber ist nicht steril. Man findet

eine Vielzahl von Bakterien im Ejakulat (Bjurstrom und Linde Forsberg, 1992; Pesch et
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al., 2006), deren Einfluss auf die Fertilitit des Samens und auf die Haltbarkeit der Sper-
mien noch nicht genau geklart werden konnte (Kustritz et al., 2005; Schaefer-Somi et al.,
2009). Bisher zeigte sich eine Tendenz zu vermehrtem Gesamtkeimwachstum bei Riiden
mit klinischen Anzeichen und verandertem Ejakulat (Pesch et al., 2007; Goericke-Pesch
etal, 2011). Haufig isolierte und fakultativ pathogene Mikroorganismus sind ECH und {3-
ham. Streptokokken (Pesch et al., 2007; Goericke-Pesch et al., 2011). Zwar sind ECH z.B.
an verschiedenen urogenitalen Erkrankungen, wie Pyometra oder Prostatitis beteiligt
(Johnston et al., 2000; Verstegen et al., 2008), ein Beeintrachtigung der Samenqualitat
wurde beim Hund jedoch noch nicht sicher herausgestellt (Shahiduzzaman und Linde
Forsberg, 2007; Goericke-Pesch et al., 2011). Im Gegensatz dazu konnte ein negativer
Effekt von E. coli auf humane Spermien nachgewiesen werden (Diemer et al., 1996; Die-

mer et al., 2000).

Da bei der Tiefgefrierkonservierung mit keinem weiteren Keimwachstum zu rechnen ist,
wird hier haufig auf einen antimikrobiellen Zusatz verzichtet (Hoffmann, 2003). Bei der
Flissigkonservierung ist eine Keimvermehrung allerdings durchaus denkbar, weshalb
fir gewohnlich dem Verduinner ein Antibiotikum zugemischt wird (Linde Forsberg; Ver-
stegen et al., 2005; Pefia et al., 2006; Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007; Witte et
al., 2009; Goericke-Pesch et al., 2012). Uber den Einfluss solcher keimwachstumshem-

mender Substanzen auf canines Sperma ist bisher wenig veroéffentlicht.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Gentamicin naher untersucht. Als VD diente
der CaniPro-Chill® Verdiinner. Grund hierfiir war die einfache Handhabung, gute Ver-
fligbarkeit und die Verbreitung des verwendeten VD, welcher generell vom Hersteller
aus mit einem Gentamicin Zusatz ausgeliefert wird. Zudem handelt es sich, wie derzeit
bei den meisten gebrauchlichen Mischungen (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Her-
mansson und Linde Forsberg, 2006; Busch und Waberski, 2007), bei CaniPlus-Chill® um
einen auf TRIS-Basis hergestellten VD. Zusatzlich erschien die Untersuchung von
Gentamicin interessant, da bei fliissigkonserviertem Hengstsperma fiir Gentamicin in
gewissen Konzentrationen eine nachteilige Wirkung postuliert wurde (Aurich und Sper-

gser, 2007).

Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss verschiedener Gentamicin- und ECH-
Konzentrationen auf canines fliissig konserviertes Sperma zu untersuchen. Um eine Ver-
anderung tiber die Zeit und damit einen Einfluss der Lagerungsdauer feststellen zu kon-

nen, erfolgten die Untersuchungen iiber vier aufeinander folgende Tage.
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Flr die Bewertung der unterschiedlichen Testansitze diente neben den Verfahren der
klassischen Spermatologie auch die Analyse mit Hilfe eines CASA-Systems (SpermVisi-

on™).

5.2 Diskussion der Methodik

5.2.1 Auswahl der Spenderriiden

Die fiir die Versuche notigen Ejakulate stammten allesamt von Riden, die fiir eine
andrologische Zuchttauglichkeitsprifung in der KGGA Gief3en vorstellig wurden. Da die
Korpermasse positiv mit dem Spermavolumen und der Spermiengesamtzahl korreliert
(Guinzel-Apel et al., 1994), wurden Hunde mittelgrofder und grofier Rassen favorisiert,
um letztendlich ausreichend grofde Ejakulatmengen zu erhalten (Freshman, 2002; Pesch
et al., 2007). Diese begriindet sich im Versuchsaufbau: Die Gesamtzahl von 12 Kombina-
tionen aus VD 1 - VD 4 und ECH pro Versuchsdurchlauf sollte untereinander vergleich-
bar bleiben und wurde deshalb immer aus demselben Ejakulatpool hergestellt. Um fiir
die benoétigte Spermienanzahl nicht mehr als 2 - 3 Riinden hintereinander absamen zu
miissen und damit die Weiterverarbeitung zu verzégern, wurden gréfiere Hunde bevor-
zugt. Potentielle Ungleichheiten in den Eigenschaften des Spermas zwischen verschie-
denen Rassen wurden hingenommen. Weiterhin unterschieden sich die Probanden in
der bisherigen zilichterischen Nutzung und ihrem Alter. Alle in der Studie eingeschlosse-
nen Hunde waren adult (>1 Jahr), klinisch und andrologisch gesund. Eine zeitgleiche
zluchterische Nutzung erfolgte nicht. Des Weiteren standen die Spendertiere zum Zeit-
punkt der Untersuchung nicht unter antibiotischer Behandlung, um eine Verfialschung
der Versuchsergebnisse zu vermeiden. Es wurden ausschlieflich Riiden verwendet, de-
ren Ejakulate am Untersuchungstag keine Abweichungen von den Referenzwerten zeig-
ten (Giinzel-Apel et al., 1994; Riesenbeck et al., 2001). Eine Keimfreiheit der Ejakulate
ware wiinschenswert gewesen, kann jedoch unter Praxisbedingungen nicht realisiert

werden (Goericke-Pesch et al., 2011).
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5.2.2 Gewinnung der Ejakulate

Das géangigste Verfahren zur Samengewinnung beim Hund stellt die manuelle Stimulati-
on dar (Giinzel, 1986; Freshman, 2002; Hoffmann, 2003; Kutzler, 2005; Pesch et al,,
2007) und war auch in diesen Versuchen die Methode der Wahl. Ein Nachteil ist das re-
lativ hohe Risiko einer bakteriellen Kontamination (Johnston, 1991; Kutzler, 2005; Pe-
sch et al., 2006; Goericke-Pesch et al., 2011). Um diese Gefahr einzuddmmen, wurden
verschiedene Mafdnahmen ergriffen. So wurden wahrend der Samenentnahme Einweg-
handschuhe verwendet und der Kontakt zwischen Penis, Praputium und Auffanggefaf3
weitestgehend vermieden. Der Samen wurde fraktioniert aufgefangen, um eine Konta-
mination mit dem Vorsekret zu vermeiden, welches die meisten Keime enthalt (Goeri-
cke-Pesch et al.,, 2011. Dennoch liefs erwartungsgemaf’ die darauffolgende mikrobiologi-
sche Untersuchung der Ejakulatpools stets ein gewisses bakterielles Wachstum erken-

nen.

Je nach Grofie des Riiden wurde die Masturbation am Boden oder auf dem Tisch durch-
gefiihrt. Zur besseren Stimulation des Hundes war, wenn maoglich, eine Hiindin in Stand-
hitze anwesend. Konnte das nicht gewahrleistet werden, kamen eine Hiindin und Kom-
pressen mit vaginalem Ausfluss einer laufigen Hiindin zum Einsatz. So sollten die Erfolg-
schancen und die Ejakulatmenge verbessert werden (Giinzel, 1986; Pefa et al., 2006;
Pesch et al,, 2007). Inwieweit diese Mafdnahmen einen Einfluss auf die Ejakulatqualitat

hatten, lasst sich nicht beurteilen.

5.2.3 Spermatologische Untersuchungsmethoden

Um die Vitalitdt und den Zustand der Spermien zu beurteilen und damit die Qualitat des
Spermas und die Einfliisse der untersuchten Variablen einordnen zu kénnen, wurden
verschiedene Analysetechniken angewendet. Neben der technisch aufwendigen CASA,

wurden auch Untersuchungen der klassischen Spermatologie durchfiihrt.

Bei der Durchfiihrung der einzelnen Versuche im Rahmen der klassischen Spermatolo-
gie wurde sich an der in der Literatur beschriebenen Vorgehensweise orientiert (Gilinzel,

1986; Johnston, 1991; Riesenbeck et al., 2001; Freshman, 2002).

Zuerst erfolgte die Schatzung der Motilitiat. Es wurde darauf geachtet, dass die Testan-

satze zum Untersuchungszeitpunkt auf 37 °C erwdarmt waren bzw. blieben. Die Testan-
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sdtze am Tag 0 wurden schnellstmoéglich aufbereitet, untersucht und auf Warmeplatten
gelagert, um temperatur- oder zeitbedingte Abnahme der Beweglichkeit zu vermeiden
(Freshman, 2002). Bei der Beurteilung zu den spateren Untersuchungszeitpunkten wur-
de nur entsprechende Anteil der Testansitze aus dem Kiihlschrank entnommen und auf
37 °C erwdarmt und nach kurzer Adaptionszeit begutachtet. Der Rest der Testansatze
verblieb fiir die tibrigen Untersuchungszeitpunkte im Kiihlschrank. Eine zu hohe oder zu
niedrige Temperatur kann die Spermien schadigen und die Motilitdt beeinflussen (Linde
Forsberg, 1991; Seed et al., 1996; Iguer-ouada und Verstegen, 2001a; Shahiduzzaman
und Linde Forsberg, 2007). Deshalb wurden wahrend der Versuche Heizplatten und be-
heizte Objekttragertische verwendet und Objekttrager vorgewarmt. Gleichzeitig zur CA-
SA erfolgte eine subjektive Schatzung, wodurch eine gegenseitige Plausibilitdtskontrolle

beider Verfahren moglich war und die Gefahr einer Fehlmessung reduzierte.

Die nichste Untersuchung stellte der Eosin-Ausstrich dar. Als Farbemittel wurde aus-
schliefilich Eosin verwendet (Hoffmann, 2003), wie es auch in der Routinediagnostik der
KGGA tblich ist. Anhand dieser Farbung wurde der Prozentsatz lebender Spermien aus-
gezahlt. Fur eine ausreichende Genauigkeit diente die Bewertung von 200 Spermien pro
Praparat bei 400x Vergrofierung. Um ein zusatzliches Absterben durch den Farbeschritt
zu vermeiden, wurde auch diese Untersuchung moglichst ziigig und auf vorgewarmten
Objekttragern durchgefiihrt (Hoffmann, 2003). Generell stellt der Eosin-Ausstrich durch
seine gute Durchfiihrbarkeit und einfache Interpretation (weifde Spermien leben, rote
Spermien, bei denen Eosin die Zellmembran penetrieren kann, gelten als tot) ein belieb-
tes und haufig angewandtes Verfahren dar. Deshalb kam es auch in dieser Arbeit zum

Einsatz.

Obwohl neben dem Anteil lebender bzw. toter Spermien auch pathomorphologische
Verdanderungen der Samenzellen im Eosin-Ausstrich hatten beurteilt werden kénnen,
erfolgte die Beurteilung der Pathomorphologie in dieser Arbeit im Zusammenhang mit
der akrosomalen Integritit anhand von Spermac® gefarbten Ausstrichen (Hoffmann,
2003). Diese kommerziell erhaltliche Farbung ist besonders fiir das Anfarben der unter-
schiedlichen Bestandteile der spermalen Kopfkappen geeignet. Die Untersuchung erfolg-
te bei 1000x Vergrofierung, was das Auszahlen von 200 Spermien in den stark verdiinn-
ten Testansatzen zum Teil zeitaufwandig machte. Die grofdere Darstellung bietet aller-
dings eine sicherere Beurteilung der Strukturen. Pathologische Veranderungen konnten
ebenso wie die unterschiedlichen Kappenveranderungen deutlich differenziert werden.
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Ein Nachteil stellt die Bewertung dar, die jeweils nur eine Veranderung pro Spermium
erlaubt. In diesem Fall wurde die Veranderung gezahlt, die das Spermium in seiner
Funktion am drastischsten einschrankt. Dadurch ist die Vergleichbarkeit zu anderen
Studien, wo Kappenveranderungen und pathomorphologische Veranderungen separat
gezahlt wurden, allerdings nur bedingt moglich. Der Vorteil liegt hingegen, durch das
Ausbleiben einer Schnittmenge dieser beiden Veranderungentypen, in einer genaueren
Kategorisierung und Differenzierung potenziell infertiler Spermien. Da sowohl die fiir
Fliissigkonservierung anfalligen Kopfkappen (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b;
Tsutsui et al., 2003) als auch die Unversehrtheit der Spermien selbst einen wichtigen
Einfluss auf die Fertilitit des Spermas haben (Verstegen et al., 2002), erschien diese

Form der Datenerhebung sinnvoll.

Die letzte angewandte Untersuchung in dieser Arbeit, der HOS-Test, dient der Uberprii-
fung der Membranintegritdt der Spermien (Hoffmann, 2003). Fiir Vorgange wie die Ka-
pazitation, die AR und die Gametenfusion ist die Unversehrtheit der Membran eine not-
wendige Voraussetzung. Der damit erfasste Funktionszustand der Spermienmembran
liefert somit hilfreiche prognostische Informationen tiber die Befruchtungsfiahigkeit der
Spermien (Correa und Zavos, 1994; Seed et al., 1996; Goericke-Pesch und Failing, 2013).
Fir die Bewertung der Testansitze wurde eine 400x Vergrofierung und Phasenkontrast
gewahlt, um auch ein leichtes Aufrollen der Geifdel detektieren zu kénnen. Durch die
einfache und preiswerte Durchfiihrbarkeit stellt dieses Verfahren eine gute Erganzungs-

untersuchung fiir die Vitalitatsbeurteilung des Spermas dar.

Neben den klassischen spermatologischen Untersuchungsmethoden wurde auch auf
eine CASA zuriickgegriffen. Zwar sind die Anschaffungskosten vergleichsweise hoch,
jedoch liefert das System in Hinblick auf die Spermienmotilitat, schnell, relativ objektive
und damit gut vergleichbare Werte (Thurston et al., 1999; Verstegen et al., 2002). Die
klassischen Spermatologie-Verfahren sind im Vergleich starker vom Untersucher und

dessen Erfahrung abhingig (Verstegen et al., 2002).

Derzeit stehen verschiedene Modelle fiir die automatisierte Spermienanalyse zur Verfii-
gung (Glinzel-Apel et al., 1993; Rota et al., 1999b; Pefia und Linde Forsberg, 2000, Iguer-
ouada und Verstegen, 20013, 2001a; Pefia et al.,, 2003). Fiir die im Rahmen der Versuche
durchgefiihrten Untersuchungen kam ein SpermVision® CASA System (Minitiib, 84184
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Tiefenbach, Deutschland | MOFA global®, 419 Venture Court, Verona, WI 53593) zum
Einsatz. Um vergleichbare und zuverlassige Ergebnisse zu erhalten, benotigt jedes Sys-
tem standardisierte und validierte Einstellungen (Smith und England, 2001; Rijsselaere
et al., 2003). In dieser Arbeit wurde sich deshalb an aus der Literatur bekannten Konfi-
gurationen (Schafer-Somi und Aurich, 2007; Goericke-Pesch et al., 2012) orientiert, die-
se mit den vom Hersteller (Minitiib, 84184 Tiefenbach, Deutschland) empfohlenen An-
gaben und eigenen Erfahrungen abgeglichen und entsprechend angepasst. Eine Auflis-
tung der verwendeten Einstellungen ist der Tab. 9 (Kap. 3.6.3) zu entnehmen. Dennoch
kann durch kleine Unterschiede die Vergleichbarkeit mit anderen Versuchen beeintrach-
tigt sein (Kraemer et al., 1998; Smith und England, 2001). So ist die hier gewahlte Sper-
mienkopfgrofle eher im oberen Referenzbereich einzuordnen (Rijsselaere et al., 2004a).
Auch die Aufbereitung der Spermaproben kann auf die Untersuchungsergebnisse Ein-
fluss nehmen (Smith und England, 2001; Rijsselaere et al., 2003). Hier wurde sich eben-
falls an der Literatur orientiert. Die Testansatze wurden auf 37 °C (Rijsselaere et al,,
2003; Schafer-Somi und Aurich, 2007) erwarmt und 30 Sekunden gewartet, um eine
gleichmaflige Verteilung in der Zdhlkammer zu gewahrleisten (Iguer-ouada und Verste-
gen, 2001a; Smith und England, 2001). Der Gebrauch dieser Kammern wird vom Her-
steller empfohlen, kann jedoch auch einen Einfluss auf die Motilitiat ausiiben (Verstegen
et al., 2002). Da alle Testansatze dieser Studie auf gleiche Weise bearbeitet und mit glei-
chen Einstellungen gemessen wurden, ist deren Einfluss auf die Ergebnisse innerhalb

der Arbeit als gering bis vernachlassigbar einzuschatzen.

Bei hohen Zellzahlen, wie sie im unverdiinnten Riidensperma zu finden sind, wird eine
Fehleinschatzung des Ejakulates mittels CASA beschrieben (Giinzel-Apel et al,, 1993;
Rijsselaere et al., 2003; Schafer-Somi und Aurich, 2007). Fiir das SpermVision® sollte die
Zellzahl pro Gesichtsfeld nach Herstellerangaben zwischen 36 - 100 Spermien liegen
(Minitiib GmbH, 2006). In der vorliegenden Arbeit spielte dieser Aspekt keine Rolle, da

die Testansitze ohnehin waren.

Auch eine Diskrepanz zwischen geschatzter und gemessener Spermien-Motilitit, wie in
anderen Versuchen beschrieben (Schafer-Somi und Aurich, 2007), konnte in dieser Ar-
beit nicht nachvollzogen werden. Diese Einschatzung beruht auf einer im Rahmen der
Analyse durchgefiihrten subjektiven Plausibilitatskontrolle der Ergebnisse. Fiir eine si-
cherere Aussage wire eine zusitzliche Blindstudie nétig. Eine gravierende Uberschit-
zung, wie bei einer Studie am Bullen aus den 80er Jahren (Amann, 1980), in der bei to-
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ten Spermien eine Beweglichkeit von 31 % ermittelt wurde, wird in dieser Arbeit aller-

ding ausgeschlossen.

Unter Bertcksichtigung der genannten Faktoren stellt die CASA mittels SpermVision®
eine einfache und reproduzierbare Untersuchungsmethode dar (Schafer-Somi und Au-
rich, 2007). Die Verwendung eines eigelbfreien TRIS- VD zur Verdiinnung der Proben
minimiert zudem das Risiko einer Beeinflussung des Systems durch Eibestandteile (Rota

et al.,, 1999b; Schafer-Somi und Aurich, 2007).

5.2.4 Auswahl und Herstellung der bakteriellen Inokulate

Bisherige Studien zeigten, dass in Ejakulaten von Riiden haufig eine Vielzahl verschiede-
ner Bakterien vorhanden ist (Ling und Ruby, 1978; Johnston, 1991; Bjurstrém und Linde
Forsberg, 1992; Pesch et al,, 2006; Goericke-Pesch et al., 2011). Eine klare Differenzie-
rung zwischen pathogenen und nicht pathogenen Organismen konnte fiir den Hund je-
doch noch nicht vorgenommen werden (Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007), da
es sich generell um fakultativ pathogene Bakterien handelt. Jedoch waren bei Riiden mit
klinisch-andrologischer Symptomatik vermehrt o- und g -hamolysierende Streptokok-
ken, bei Praputialkatatarrh vermehrt ECH nachweisbar (Pesch et al. 2006), zudem wur-
de in teratozoospermen Ejakulaten tendenziell haufiger hochgradiges Wachstum von

ECH identifiziert (Goericke-Pesch et al., 2011).

In der humanen Reproduktionsmedizin ist hingegen bekannt, dass hamolysierende E.
coli zu einer deutlichen Verschlechterung der Spermaqualitét fiihren konnen (Diemer et
al,, 2000), wobei die Konzentration der Keime eine entscheidende Rolle spielt (Diemer
et al., 1996). Durch Beschadigung der Plasmamembran neigen die Spermien zu Aggluti-
nation. Veranderungen an der Akrosomenmembran beeintrachtigen zudem die Reakti-

onsfahigkeit mit der Eizelle (Fraczek et al., 2012).

Bei dem fiir die Studie ausgewdhlten ECH handelte es sich um einen aus dem Hund iso-
lierten Stamm. Er wurde wahrend der Routinediagnostik aus dem Urogenitaltrakt einer
Hiindin mit Reproduktionsproblematik angeziichtet und fiir die Versuche zur Verfiigung
gestellt. Sowohl die Anpassung an den Hund als auch die potenziell-pathogenen Eigen-
schaften (Johnston et al., 2000; Verstegen et al., 2008) stellten fiir die Versuche gute Vo-
raussetzungen dar. Die Ergebnisse dieser Studien sind jedoch nicht riickhaltlos auf alle

E. coli zu libertragen, da sich verschiedene Stamme in ihren O-, K,- F- Antigenen und da-
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mit in ihren Virulenz-Faktoren voneinander unterscheiden (Garcia et al.,, 1988; Rolle
und Mayr, 2007; Quinn, op. 2011). Eine Serotypisierung zur genaueren Bestimmung des
verwendeten Stammes wurde aus Kostengriinden nicht durchgefiihrt, kann bei Bedarf
jedoch noch nachgeholt werden. Zuletzt bleibt auch der Analogieschluss, dass Stamme,
die bei der Hiindin zu einer klinisch gyndkologischen Symptomatik fiithren, auch beim
Ruden klinisch andrologische und spermatologische Veranderungen bedingen, unge-

WISS.

Die Anzucht von ECH bereitet in der Regel keine Schwierigkeiten. Eine hohe Tenazitait,
schnelle Vermehrungsintervalle und ein anspruchsloses Wachstum gewahrleisteten ein
unkompliziertes Vorbereiten der ECH-Inokulate. Zudem ermdéglichen Hamolyse, schlei-
miges Wachstum und die Fahigkeit Laktose zu spalten (Rolle und Mayr, 2007; Quinn, op.
2011) eine morphologische Differenzierung der Kolonien auf den Agarplatten, welche

die quantitative bakteriologische Auswertung erleichterte.

Um die Spermien und den verwendeten VD so gering wie moglich mit der Bakterien-
Suspension zu verdiinnen und damit zu beeinflussen, wurde in dieser eine hohe ECH-
Konzentration gewahlt und die Menge an notwendiger Suspension damit reduziert. So
wurden die im Versuch verwendeten Bakterien fiir die hohe mikrobielle Zugabe (BK 2)
auf eine Endkonzentration von 1,5x 107 KBE/ml gebracht. Die Vermehrungsphase wur-
de so kurz wie moglich gestaltet, um einen Metabolitenanstieg und die damit verbunde-
ne Absterbephase der Bakterien zu vermeiden. Dieses Vorgehen sollte gewahrleisten,
dass die ECH moglichst vital inokuliert wurden und keine prozessbedingten Schiaden das
Wachstumsverhalten beeintrachtigten. Regelmafdige Wachstumskontrollen wahrend der
Inkubation dienten der genauen Konzentrationsbestimmung. Einen weiteren, potentiell
negativen Einfluss auf die Vitalitdt der Keime iibt die Konservierung aus. Durch den Ein-
frier- und Auftauvorgang kommt es zur Bildung von Eiskristallen, die die Zellen schadi-
gen (Bayer und Remsen, 1970; Mazur et al., 1972). Die Abnahme verfiigbaren Wassers
beeinflusst die Osmolaritit und den pH-Wert des Losungsmediums (Pefia et al.,, 2006).
Deshalb wurden im Vorfeld der Versuche verschiedene Medien ausprobiert, die eine
schonende Langzeitlagerung bei -80 °C ermoglichen sollten. Das in den Versuchen ver-
wendete Medium wurde in Anlehnung an eine Losung zum Gefriertrocknen von Lacto-
bacillus acidophilus (Martin Senz, 2012) hergestellt. Dieses zeigte sich den anderen ge-
testeten Losungen gegeniiber als iiberlegen. Dennoch konnte nur eine Uberlebensrate
von 83,5 % erreicht werden. Durch das Schockfrosten in fliissigem Stickstoff kdnnte die-
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ser Prozentsatz noch weiter gesteigert werden (Bayer und Remsen, 1970). Dies wurde
in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht getestet. Um den Verlust an lebenden Bakterien
Rechnung zu tragen, wurde vor dem Einfrieren eine entsprechend hohere ECH Dichte

gewahlt.

Das Einstellen der anvisierten Konzentrationen von 500 KBE/ml und 5x 105 KBE/ml
erforderte kurz vor dem Versuch eine letzte Verdiinnung von 3,5 ml zur niedrigen bzw.
0,5 ml zur hohen Bakterien-Suspension. Diese Diskrepanz im Verdiinnungsgrad beruht
wahrscheinlich auf einer gewissen Inhomogenitat im Ausgangsmaterial. Der Ausgleich
dieser Schwankung erfolgte kurz vor dem Inokulieren in die Testansatze mit VD 1. So

sollte ein Einfluss auf die Ergebnisse der Versuche ausgeschlossen werden.

Da das Wachstum von Bakterien gewissen Schwankungen unterliegen kann, wurde zur
Verifizierung der zugegebenen Dosis jeweils am Tag 0 ein Teil der vorbereiteten ECH in
Agarplatten gegossen. Hiermit sollte die tatsdchlich zugegebene BK kontrolliert werden.
Die Schwankungen innerhalb einer, auf vier Nahrplatten verteilten Probe, betrugen bis
zu ~40 %. Dieser Wert liegt jedoch noch im Rahmen der nattirlichen Schwankungen (Ac-
ton, 2012; Easter, 2014). Die Ursache dafiir liegt wahrscheinlich im Wachstumsverhal-
ten der Bakterien. Eine Kolonie wird oft nicht nur von einer Mikrobe gebildet. Diese sind
haufig schwer zu trennen und liegen deshalb in Klumpen vor, die unterschiedlich grof3
sein konnen. Trotz sorgfaltigem Mischen der Proben kann eine gewisse Varianz somit

nicht vermieden werden (Easter, 2014).

BK von 500 KBE/ml sind als geringgradiges, Wachstum, Konzentrationen von tiiber
2x 104 bzw. 105> KBE/ml als hochgradiges Wachstum definiert (Pesch et al., 2007; Goeri-
cke-Pesch et al., 2012). Dementsprechend représentieren die niedrige Dosis eine in der
Praxis hdufig vorkommende Kontamination, wahrend die hohe Dosis oberhalb des in
der Literatur beschriebenen Referenzbereichs fiir hochgradiges Wachstum liegt. Um
einen moglichen Einfluss der ECH auf die Spermaqualitit zu ermitteln, wurden die ent-

sprechenden Ergebnisse mit denen eines Testansatzes ohne ECH verglichen.

5.2.5 Bakteriologische Untersuchungen

Die bakteriologische Analyse umfasste mehrere Untersuchungen. Zum einen die qualita-

tive Analyse des Nativejakulats auf Agarplatten und mittels MALDI-TOF Massenspekt-
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rometrie und zum anderen eine quantitative Analyse der Testansitze im Plattengussver-

fahren.

Die qualitative Untersuchung der nativen Spermaproben erfolgte zunachst analog zu der
in der Routinediagnostik tiblichen Praxis (Pesch et al, 2007). Das Ejakulat wurde
gleichmafig auf je einer Blut- und einer Gassner- Agaplatte ausgestrichen und inkubiert.
Zusatzlich wurde ein Teil zur Anreicherung in eine BHI (10 ml) gegeben und nach 24 h
Inkubation ebenfalls ausplattiert. Morphologisch unterschiedliche Kolonien wurden an-
schliefdend subkultiviert. Die so entstandenen Reinkulturen wurden in einem MALDI-
TOF Massenspektrometer (Bruker Corporation, MA, USA) untersucht. Dieses Analyse-
verfahren erlaubt eine schnelle und prazise Identifikation unterschiedlicher Mikroorga-
nismen direkt von einer Nahragarplatte. Neben der Zeitersparnis sind, im Vergleich zu
der konventionellen phanotypischen Identifikation mittels bunter Reihe, auch die Kos-
ten geringer (Lay, 2000, 2001; Carbonnelle et al., 2011). Ein limitierender Faktor ist die
Datenbank, die der Massenspektrometrie zugrunde liegt. Es konnen nur Spezies erkannt
werden, die in der Datenbank hinterlegt sind. Der Ausbau dieses Systems ist aber mitt-
lerweile sehr weit fortgeschritten, sodass es fiir die Routineuntersuchung geeignet er-
scheint (Carbonnelle et al., 2011). Die Analyse der Bakterienkulturen konnte in der vor-
liegenden Arbeit ohne Einschrankung durchgefiihrt werden. Als Sicherheit wurde von
der zugehorigen Software zu jeder Probe eine Bewertungszahl angezeigt, welche die
Wahrscheinlichkeit der richtigen Spezies- bzw. Gattungsidentifikation angab. Bei 11 der
13 gefundenen Bakterien war eine ,sehr wahrscheinliche” bis ,wahrscheinliche” Spezie-
sidentifikation moglich, bei den tlbrigen 2 Keimen (Versuchsdurchlauf 2: Moraxella
canis; Versuchsdurchlauf 4: Staph. warneri) war die richtige Gattungsidentifikation
wahrscheinlich. Zu beachten ist, dass bei den Versuchen aus praktischen Griinden keine
Einzeltieruntersuchung stattfand. Da die bakterielle Untersuchung der Nativejakulate
nicht Hauptaugenmerk der Arbeit war, sondern nur eine erganzende Untersuchung dar-
stellte, wurde auf eine individuelle Untersuchung der Hunde und auf eine genauere Ana-

lyse der zwei unsicheren Keimspezies verzichtet.

Die quantitative Auswertung der 12 Testansatze pro Versuchsdurchlauf erfolgte 24, 48
und 72 h nach ihrer Herstellung. Eine weitere Untersuchung zu einem friiheren Zeit-
punkt fand nicht statt. Zusatzliche bakteriologische Untersuchungen innerhalb der ers-
ten 24 h wiirden zwar weitere Aufschliisse tiber die Entwicklung der Keimkonzentratio-
nen geben, jedoch musste hierauf aufgrund des geringen Testansatz-Materials und logis-
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tischer Aspekte verzichtet werden. Da fllissigkonserviertes Sperma meist innerhalb von
ein bis drei Tagen versamt werden sollte (Pesch et al., 2007), lag das Hauptaugenmerk

des Versuchs auf dieser Zeitspanne.

Die Anzahl der keimbildenden Kolonien pro Milliliter Probe wurde als Maf3einheit fiir
die quantitative Wertung gewahlt. Fir verlassliche Ergebnisse miissen Proben moglichst
homogen und verlustfrei auf die Nahrplatten gebracht werden. Andernfalls kénnen kon-
fluierende Kolonien oder Riickstinde an Spatel oder Osen das Resultat beeinflussen. Das
gewahlte Plattengussverfahrens ist eine geeignete Methode, um die Bakterienkonzentra-
tion von fliissigen Medien festzustellen (Viljo Tapio Juhani Nordlund, 1987; Fuchs et al,,
2007) und findet somit auch weltweit Anwendung (Gilchrist et al., 1973). Es bietet die
Moglichkeit kleine Probenmengen zu verarbeiten und zeigt eine geringe natiirliche Vari-
anz der Ergebnisse (Gilchrist et al.,, 1973). Die Verwendung des im Landesbetrieb Hessi-
sches Landeslabor vorhandenen Spiralplattierers (easySpiral Dilute® Interscience,
Frankreich) war aufgrund zu niedriger Testansatz-Volumina nicht méglich. Die Anzahl
der Kolonien, die im Plattengussverfahren auf dem Agar wachsen, ist im Durchschnitt
kleiner als bei anderen Methoden (Hoben und Somasegaran, 1982). Da in den Versuchen
alle Testansatze auf gleiche Weise verarbeitet wurden, waren allerdings keine signifi-
kanten Auswirkungen auf die Ergebnisse zu erwarten. Als Grund fir die niedrigeren
Keimzahlen wird die Temperatur des Agars diskutiert (Hoben und Somasegaran, 1982).
Der Agar wird, um ihn in die Petrischalen giefien zu kénnen und ein Vermischen mit der
Probe zu gewadhrleisten, bei einer Temperatur zwischen 45 °C - 50 °C im fltssigen Ag-

gregatszustand verarbeitet. Einige hitzelabile Bakterien konnten so abgetotet werden.

Jeder Testansatz sollte im Rahmen der quantitativen Untersuchung sowohl in Blut- als
auch in Gassner-Agar gegossen werden. Diese Doppelbeprobung sollte die Genauigkeit
der Ergebnisse erhohen und helfen, die im Ejakulat enthaltenenBakterien von den in-
okulierten ECH-Suspensionen zu unterscheiden. Blut-Agar eignet sich zur Anzucht an-
spruchsvoller Mikroorganismen und bietet die Moglichkeit, hamolysierende Reaktionen
festzustellen (Busch, 2010; Merck Millipore, 2014a). Gassner-Agar dient der selektiven
Anzucht von Enterobakterien, wie Samonellen oder E. coli, und zeigt zudem die Fahig-
keit des Laktosestoffwechsels an (Rolle und Mayr, 2007; Merck Millipore, 2014b). Im
Laufe der Versuche stellte sich allerdings heraus, dass die Wachstumsbereitschaft der zu
untersuchenden ECH-Kolonien im Gassner-Agar deutlich unter der des Blut-Agars lag.
Gassner-Agar ist fiir die Anzucht von E. coli sehr gut geeignet (Merck Millipore, 2014b).
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Dennoch handelt es sich um einen Selektivhahrboden, der den Bakterien deshalb nicht
unbedingt die optimalen Wachstumsbedingungen liefert. So gibt der Hersteller eine
Wiederfindungsrate von mehr als 40 % an, die Referenzmethode wird dabei allerdings
nicht benannt (Merck Millipore, 2014b). Der verwendete Blut-Agar weif3t hingegen eine
Wiederfindungsrate von mehr als 70 % auf (Merck Millipore, 2014a). Die genaue Ursa-

che fir dieses Verhalten wurde in dieser Arbeit nicht ermittelt.

5.2.6 Auswahl der Gentamicinkonzentrationen

Der hier verwendete VD ist ausschliefdlich kommerziell erhéltlich. Das in den Versuchen
verwendeten Gentamicin war somit in entsprechenden Konzentrationen bereits im VD
enthalten, welcher speziell fiir diese Arbeit angefertigt und zur Verfligung gestellt wur-
de. Das bot auf der einen Seite eine professionelle Herstellung und eine einfache, praxis-
nahe Handhabung. Andererseits war davon auszugehen, dass die einzelnen VD mit der
darin enthaltenen Menge an Gentamicin nicht einer Charge entstammen und daher in
ihrer Zusammensetzung voneinander abweichen kénnen. Um den Einfluss von Gentami-
cin auf canine Spermien zu untersuchen, wurden vier verschiedene Konzentrationsstu-
fen des Antibiotikums gewahlt. Eine Sonderform stellt der ,VD 1“ dar, der als Kontrolle
diente und kein Gentamicin enthielt. Die librigen Konzentrationen waren 20 mg/],
100 mg/1 und 200 mg/l. Die Kontrolle wurde gewahlt, um Vergleichswerte ohne Antibi-
otika-Einfluss als Referenz zu haben. Hinzu kommt, dass auch bei der Fliissigkonservie-
rung ohne antimikrobiellen Zusatz nicht unbedingt mit einer Verschlechterung der Sa-
menqualitit zu rechnen ist (Jasko et al., 1993; Price et al., 2008). Die obere Gentamicin-
Grenze wurde bei 200 mg/] festgelegt, da diese auch die im kommerziell erhaltlichen
CaniPlus Chill® (Minitiib GmbH, Tiefenbach) Verdiinner zum Einsatz kommt. Wissen-
schaftliche Erkenntnisse, warum in der kommerziell erhaltlichen Version des Verdiin-
ners 200 pg/ml Gentamicin enthalten sind, liegen nicht vor. Die iibrigen beiden verwen-
deten Gentamicinkonzentrationen obliegen einer gewissen Willkiir. Sie wurden so fest-
gelegt, dass ihre Konzentration 10 % bzw. 50 % der verwendeten Maximaldosis ent-
sprachen. Andere Konzentrationen wurden in einem Nachversuch untersucht. Weitere
Erkenntnisse aus der Literatur iiber verschiedene Konzentrationen an Gentamicin in

fliissigkonservierten Riidensperma sind nicht bekannt.
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5.3 Diskussion der Untersuchung des Nativejakulats

5.3.1 Makroskopische und mikroskopische Untersuchung

Die Untersuchung des Nativejakulats wurde auf ein Minimum beschrankt. Hierdurch
sollte das Material des Testansatzes zu Gunsten von spateren Untersuchungen einge-
spart und die Zeit zwischen Samengewinnung und seiner Konservierung so kurz wie
moglich gehalten werden. Eine eingehendere Analyse einzelner Vitalparameter erfolgte
unmittelbar nach der Hinzugabe des VD und der ECH-Inokulation. Die Zeit zwischen
dem Aufbereiten und dem Erheben der getesteten Qualititsparameter lag zumeist nur
zwischen 30 Sekunden und einer Minute, wodurch die damit bedingte Veranderung auf
ein Minimum beschrankt werden sollte. Angaben zu einer spontanen Verschlechterung
des Samens durch Versetzen mit dem VD kénnen deshalb nicht gemacht werden. Eine
deutliche Veranderung der Werte war jedoch nicht zu erwarten (Goericke-Pesch et al,,

2012).

Die in diesem Teil der Untersuchung berticksichtigten Parameter dienten vorwiegend
einer einfachen Eignungskontrolle der Ejakulate. Fiir die Versuche waren eine ausrei-
chend hohe Spermiengesamtzahl und eine gewisse Motilitdit notwendig. Die Farbe, Dich-
te und das Volumen des Samens variierten zwar zum Teil erheblich, was der Verwen-
dung verschiedener Rassen geschuldet war, befanden sich dabei aber immer im Refe-
renzbereich (Hoffmann, 2003; Busch und Waberski, 2007; Root-Kustritz, 2007). Die Be-
weglichkeit wurde initial nur subjektiv geschatzt. Eine Mindestbeweglichkeit von mehr
als 70-75 % sollte und wurde fiir zu konservierendes Sperma nicht unterschritten

(Hoffmann, 2003; Pefia Martinez, 2004; Pesch et al. 2007).

5.3.2 Bakteriologische Untersuchung

Die mikrobielle Uberpriifung der Ejakulatpools ergab in allen Versuchsdurchliufen ei-
nen positiven Befund. Ein Wachstum verschiedener Keime konnte somit trotz guter
Entnahme und Hygienebedingungen nicht vermieden werden. Auf die Untersuchung der

Einzelejakulate wurde verzichtet.

In den meisten Fallen (4/5) wurde eine Mischpopulation aus verschiedenen Keimen
nachgewiesen. Lediglich im Versuchsdurchlauf ,5“ wurden ausschlieflich E. coli isoliert.

Diese Ergebnisse decken sich mit der in der Literatur beschriebenen Situation, wo in
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30 - 80 % der Ejakulate Erreger nachgewiesen werden konnen (Johnston, 1991; Kustritz
et al.,, 2005; Pesch et al., 2006; Schaefer-Somi et al., 2009; Goericke-Pesch et al,, 2011).
Betrachtet man die einzelnen angeziichteten Keimspezies, lasst sich auch hier eine gute
Ubereinstimmung mit den in der Literatur gefundenen Spezies zeigen, wo gehauft aero-
be Bazillen (25,7 %), E. coli (13,2 %), Staph. pseudintermedius (11,8 %) und Strep. canis
(19,7 %) nachgewiesen wurden (Pesch et al., 2006). Diese Keime sind sowohl bei gesun-
den, wie auch in dieser Untersuchung, als auch bei Riuden mit klinisch andrologischer
Symptomatik, Infertilitdt und abnormen Spermiogramm nachweisbar (Johnston, 1991;
Bjurstrom und Linde Forsberg, 1992; Pesch et al., 2006; Schaefer-Somi et al., 2009, Goe-
ricke-Pesch et al. 2012). Dennoch ist nicht auszuschlief3en, dass die unterschiedlichen
Erreger in den unterschiedlichen Testansatzen einen Einfluss auf die Samenqualitat und
damit auf die Versuchsergebnisse hatten. Die Verwendung steriler Samenproben ist je-
doch weder realistisch noch méglich. Auch eine einheitliche Ausgangssituation mit dem-
selben Keimen in allen Testansdtzen war nicht realistisch, da die Ergebnisse einer bak-
teriologischen Untersuchung mindestens 24 h in Anspruch nehmen und dies die Weiter-
verarbeitung der Ejakulate entsprechend verzdgert hatte. Zudem sollte in der vorliegen-
den Untersuchung eine praxisnahe Situation simuliert werden, in der individuelle
Schwankungen und Kreuzreaktionen nicht ausgeschlossen werden konnten. Zudem
standen die Verlaufe zwischen den Testansidtzen im Mittelpunkt der Untersuchung.
Durch die gleichen Ausgangsbedingungen relativiert sich somit der Einfluss individuel-

ler Unterschiede auf die Ergebnisse.

5.4 Diskussion der Untersuchungsergebnisse der Testansitze

Die Aufgabe der Fliissigkonservierung besteht im Wesentlichen darin, die Qualitdt und
Befruchtungsfiahigkeit des Ejakulates so lang wie méglich aufrecht zu erhalten, da diese
mit der Zeit abnehmen (Michael et al., 2009). Diese Beobachtung konnte auch in der vor-
liegenden Arbeit nachvollzogen werden. Es finden sich jedoch in der Literatur unter-
schiedliche Angaben iiber das Ausmafd der Veranderungen in Hinblick auf die Lage-
rungsdauer der Ejakulate und den Einfluss auf verschiedene Vitalititsparameter
(Bouchard et al,, 1990; Rota et al.,, 1995; Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Rijsselaere
et al.,, 2002; Hermansson et al., 2006; Kmenta et al., 2011).
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5.4.1 Mittels CASA erhobene Ergebnisse

Die Motilitat ist einer der wichtigsten Analyseparameter fiir die Giite eines Ejakulats
(Rigau et al., 2001; Pefia Martinez, 2004). Eine gute Beweglichkeit gibt Riickschliisse auf
die Qualitdt, die Funktionalitit und damit auch auf die Viabilitit der Spermien. Nur
strukturell und funktionell intakte Spermien sind zu einer gerichteten Bewegung im-
stande (Verstegen et al., 2002; Pefia Martinez, 2004). Auch wenn die Motilitat als ein
Schliisselparameter fiir die Fertilitat gilt, spielen weitere Faktoren wie Morphologie der
Spermien ebenfalls eine wichtige Rolle (Verstegen et al.,, 2005) und die Fertilitdt der
Spermien kann trotz gut erhaltener Beweglichkeit reduziert sein kann (Linde Forsberg,
1991).

Unmittelbar nach Zugabe der vier VD und den drei BK wurden mittels CASA verschiede-
ne Motilitdtsparameter gemessen. Die gewonnenen Werte sind vergleichbar, liegen je-
doch zumeist hoher als in einer Vorgangerstudie aus gleichem Haus in der ebenfalls der
Verdiinner ,CaniPlus Chill® zum Einsatz kam und mit dem SpermVision™ gemessen
wurde (Goericke-Pesch et al., 2012). Vergleicht man die Daten mit anderen in der Litera-
tur veroffentlichten Ergebnissen, sind sowohl Werte oberhalb als auch unterhalb der
hier erhobenen Daten zu finden. Eine Abhédngigkeit von den Settings und dem verwen-
deten CASA-System (SpermVision™, HTR Ceros 12.1 semen analyzer, HTR Ivos version
10 analyzer, Stromberg-Mika Cellmotion analyzer) ist nicht auszuschliefien. Eine Studie,
die ebenfalls Messungen mittels SpermVision™ erhob (Schafer-Somi und Aurich, 2007)
erbrachte zwar dhnliche, aber durchweg héhere Werte. Eine Ausnahme stellt der Para-
meter ALH dar, der in vorliegender Arbeit hoher gemessen wurde. Zu beachten sind die
Einstellungen des Systems, die in einigen Punkten voneinander abweichen. Zum ande-
ren kann der verwendete Verdiinner, der sich in den Studien unterscheidet, eine gewisse
Rolle spielen (Schifer-Somi und Aurich, 2007). Des Weiteren ist auch eine tendenziell
niedrigere Spermaqualitdt nicht auszuschliefien. Da diese Varianz der Ergebnisse auch
bei verschiedenen Studien der AG Schafer-Somi bei Verwendung gleicher Einstellungen
des SpermVisions™ beobachtet wurde (Eulenberger et al.,, 2009; Koderle et al., 2009;

Schafer-Somi et al., 2006), scheint die individuelle Spermaqualitat von entscheidender
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Bedeutung zu sein, was den Einfluss der Einstellungen des SpermVision™ auf die Ergeb-

nisse etwas relativiert.

Inwiefern die Verdiinnung selbst eine Beeinflussung der Motilitat zur Folge hat, wird in
der Literatur kontrovers diskutiert. Die Arbeiten von verschiedenen Autoren konnten
keinen Effekt der Verdiinnung des Nativejakulats auf die Motilitat verzeichnen (Rota et
al., 1997; Sirivaidyapong et al.,, 2000b; Sirivaidyapong et al., 2000a). Weitere Autoren
postulieren eine geringfiigige Verschlechterung nach einer TRIS-Citrat-Eigelb-
Verdiinner (Oettlé, 1986) und TRIS-Fruktose-Eigelb-Verdiinner Zugabe (Yildiz et al.,
2000; Schafer-Somi et al.,, 2006). Wieder andere Studien konnten direkt nach Zugabe des
Verdiinners eine initiale Motilitatssteigerung beobachten (Tsutsui et al., 2003; Schafer-
Somi und Aurich, 2007). Diese ist wahrscheinlich auf die Zufuhr von Nahrstoffen zu-
riickzufiihren (Schifer et al.,, 1997; Verstegen et al.,, 2005) und wurde bereits beschrie-
ben (Verstegen et al., 2005; Busch und Waberski, 2007). In dieser Arbeit wurden ledig-
lich die Testansatze direkt nach VD-Zugabe gemessen, weshalb hierzu keine Aussage

getroffen werden kann.

Fir Seminalplasma wurde ein nachteiliger Effekt auf die Motilitat von fliissigkonservier-
ten Riidensperma dokumentiert (Rota et al., 1995). Dessen Verbleib in den Testansatzen
konnte zu den niedrigeren Ausgangswerten beigetragen haben. In anderen Studien
konnte diese Beobachtung nicht nachvollzogen werden (Sirivaidyapong et al., 2000b;
Goericke-Pesch et al., 2012), weshalb auch im Rahmen dieser Versuche auf das Zentrifu-

gieren und Abpipettieren des Seminalplasmas verzichtet wurde.

Insgesamt ist festzustellen, dass die Ausgangswerte der verwendeten Ejakulatpools im
Vergleich mit anderen CASA-Systemen im Durchschnitt liegen. Allgemeine Referenzwer-
te fiir frisches fliissigkonserviertes Riidensperma sind jedoch nicht verfiigbar. Da die
Testansdtze untereinander nur gering variieren, ist die Ursache fiir Abweichungen von
anderen Studien vermutlich in der Samenqualitdt der Riiden, dem VD und in den Syste-

meinstellungen und dem verwendeten CASA-System zu suchen.

Fir die vorliegende Arbeit ist die Einordnung der Ergebnisse von geringerer Bedeutung,
da es sich um Ausgangswerte handelt und insbesondere der zeitliche Verlauf in Hinblick
auf die untersuchten Parameter von Interesse ist. Wichtig fiir die Interpretation inner-
halb des Versuchs waren gleiche Vorrausetzungen und dhnliche Ausgangswerte in allen

Testansatzen.
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Fiir die in dieser Arbeit ermittelten Verlaufswerte, sowohl fiir die Gesamtbeweglichkeit
als auch die Vorwartsbeweglichkeit, ergab sich ein klarer und signifikanter Abfall bei
allen Testansdtzen. So wurde in dieser Arbeit ein zum Teil starker Verlust (12 % bis

80 %) der Motilitat innerhalb von 3 Tagen beobachtet.

Die Betrachtung der einzelnen Bewegungsparameter zeigte fiir die Streckenmessungen
(DAP, DCL, DSL), die Geschwindigkeitsmessungen (VAP, VCL, VSL) und fiir ALH, nach
einem initialen Anstieg, ebenfalls ein Absinken der Werte bis zum Versuchsende. Die
Geradlinigkeit (STR) und Linearitit (LIN) nahm insbesondere in den ersten 24 h ab und
auch die iibrigen Parameterwerte (WOB und BCF) fielen im Zeitverlauf unter die Aus-

gangswerte.

Eine Reduktion der Motilitdt im Verlauf der Lagerung wurde bereits von vielen Autoren
beschrieben (Bouchard et al., 1990; Kumi-Diaka und Badtram, 1994; Rota et al., 1995;
Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Tsutsui et al, 2003; Verstegen et al.,, 2005; Her-
mansson und Linde Forsberg, 2006; Beccaglia et al., 2009a; Michael et al., 2009; Kmenta
et al,, 2011). Eine Ursache fiir die Verminderung der Motilitat ist der Kalteschock (Busch
und Waberski, 2007). Die Auspragung des Abfalls variiert stark in Abhangigkeit von Au-
toren und verwendeten Verdiinnern. So konnten Rijsselaere et al. (2004b) und Verste-
gen et al. (2005) in einem TRIS-Glukose-Eigelb Verdiinner wahrend einer 10 bzw. 5 -
tagigen Konservierung keine Motilitatseinbufden verzeichnen. Eine weitere Studie, die
vergleichend vier verschiedene Verdiinner, darunter auch CaniPlus Chill®, im Vergleich
tiber 10 Tage testete, dokumentierte einen Abfall der Beweglichkeit von 63 % (CaniPlus
Chill) bis 75 % am Tag 0 bis hin zu 12 % bis 59 % (CaniPlus Chill) nach 10 Tagen. Analog
sank die Vorwartsbeweglichkeit von 52 % bis 68 % (60 % bei CaniPlus Chill) auf 2,5 %
bis 48 % (CaniPlus Chill) (Goericke-Pesch et al., 2012). Andere Autoren beobachteten in
ebenfalls TRIS basierten Verdiinnern eine Motilitatsreduktion von 20 % bis 55 % inner-

halb der ersten drei Tage (Province et al., 1984; Michael et al., 2009, 2010).

Mogliche Ursachen fiir diese Varianz sind die Aufbereitungsmethoden, die Konservie-
rungstechnik und der Verdiinner selbst (Bouchard et al., 1990; Lopes et al., 2009; Goeri-
cke-Pesch et al, 2012). Zuletzt kann auch die Messung selbst durch unterschiedliche

Verfahren und Systeme die Resultate beeinflussen (Rijsselaere et al., 2003).
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Wie oben bereits erwahnt, wird von manchen Autoren eine initiale Motilitatssteigerung
beschrieben. In der vorliegenden Arbeit konnte im Gegensatz dazu keine Zunahme die-
ser Parameter nachvollzogen werden. Es konnte aber, trotz des Absinkens der Gesamt-
beweglichkeit, ein Anstieg einiger CASA-Parameter (DAP, DSL, DCL, VAP, VCL, VSL) in-
nerhalb der ersten 24 h gemessen werden. Denkbar wire eine Aktivititszunahme die
durch sich negativ auswirkende Faktoren tliberlagert wurde. Eine Steigerung von Stre-
cken- und Geschwindigkeitswerten, ein erhohter Zuckerverbrauch und eine hdhere
Stoffwechselrate stehen dabei in einem engen Zusammenhang mit dem Motilitatsanstieg
(Ponglowhapan et al., 2004). Der hieraus resultierende Verbrauch an Sauerstoff und
Nahrstoffen sowie die Ansammlung an Stoffwechselendprodukten konnten zu dem
nachfolgenden Motilitatsabfall beitragen (Schafer et al., 1997). Alternativ kann das an
den Tagen eins, zwei und drei zum Einsatz gekommene CaniPlus Enhance®, als Resus-
pendierlosung der gekiihlten Testansatze, die beobachtete Zunahme dieser Parameter
erzeugt haben. Zwar ist die genaue Zusammensetzung nicht bekannt, es ist aber anzu-
nehmen, dass analog zum Verdiinner, der Mechanismus in einer Nahstoffzugabe liegt

(Kmenta etal.,, 2011).

Vergleicht man die Motilitat bei den vier VD untereinander, ist ein deutlicher Unter-
schied zwischen VD 4 mit 200 mg/l Gentamicin und den tbrigen Gentamicinkonzentra-
tionen sowohl graphisch ersichtlich als auch statistisch belegbar. Spermien der Testan-
sdtze, die mit dem im Versuch hochsten Antibiotikazusatz vermischt wurden, zeigten
eine schnellere und starkere Reduktion (bis 80 %) verschiedener Motilititsparameter

bis zum Versuchsende.

Gentamicin ist dafiir bekannt, dass es sowohl das Gehor als auch Teile des Gleichge-
wichtsorgans und neuromuskuldre Verbindungen schidigen kann. Weiterhin wird
Gentamicin eine renale Toxizitdt zugeschrieben. Auch wenn die zelluliren Mechanismen,
die fiir diese Nebenwirkung verantwortlich sind, noch nicht geklart wurden, ist denkbar,
dass diese Reaktionen auch fiir einen qualititsmindernden Effekt im Sperma verursa-
chen konnen (Jasko et al., 1993). In wieweit jedoch ein Antibiotikum oder im speziellen
Gentamicin Vitalparameter von Spermen beeinflusst, ist in der Literatur fiir den Riiden
kaum erforscht (Becher et al., 2013) und auch bei der Fliissigkonservierung von Hengst-
samen noch nicht endgiiltig geklart (Varner et al., 1998; Aurich und Spergser, 2007; De-

an et al,, 2012). Die beschriebenen Veranderungen beziehen sich dabei hauptsachlich
110



auf eine Abnahme motiler Spermien. Verdiinner ohne antimikrobiellen Zusatz scheinen,
zumindest beim Hengst, denen mit hoherer Konzentration (1 g/l Gentamicin,
1000 IU/ml Polymixin B) tiberlegen (Jasko et al., 1993; Aurich und Spergser, 2007). Im
Wesentlichen handelte es sich in diesen Versuchen bei den hoheren Konzentrationen
um Gentamicin-Zugaben, die mit 1000 mg/] deutlich tiber den in dieser Arbeit eingesetz-
ten Konzentrationen lagen. Im Gegensatz hierzu konnte (Varner et al., 1998) bei dersel-
ben Menge Gentamicin noch keine Veranderungen feststellen. Ebenso hatte eine Genta-
micinkonzentration von 250 mg/l keinen Einfluss auf die Qualitit von Hengst- und
Schafsperma (Price et al., 2008; Moustacas et al., 2010) In der vorliegenden Arbeit war
hingegen bei einer Konzentration von 200 mg/l bereits ein deutlicher Motilitatsverlust
zu beobachten. Andere Untersuchungen an Riidensperma konnten im Gegensatz dazu
keine Auswirkung eines gentamicinhaltigen Antibiotikagemisches GTLS (250 mg/I
Gentamicin, 50 mg/l Tylosin, 150 mg/l Lincomycin und 300 mg/l Spectinomycin) ver-
zeichnen. Auch die 2x und 4x Menge GTLS zeigte keine Verdnderung der Motilitat, auch
wenn die Prozentzahl membranintakter Spermien geringfligig zurtickging (Becher et al,,

2013).

Zuletzt ist auch ein Einfluss des VD selbst, in dem das Gentamicin enthalten war, nicht
auszuschlief3en. Hierfiir sprechen die genannten Publikationen, bei denen erst mit hohe-
rer Gentamicinkonzentration ein schadlicher Einfluss auf das Sperma auftrat. Zudem
konnten in nachfolgenden Versuchen (Goericke-Pesch, Sywall et al. 2015) mit analogem
Aufbau und zum Teil hoheren Gentamicinkonzentrationen, die Ergebnisse dieser Studie
beziiglich des Gentamicineffekts nicht bestatigt werden. Da die VD mit den unterschied-
lichen Gentamicinkonzentrationen von Minitlib vorgefertigt geliefert wurden, ist es
wahrscheinlich, dass sie entweder unterschiedlichen Chargen entstammen oder Unter-
schiede Herstellung der Testansitze eine abweichende Beschaffenheit erklaren kénnen.
So kommt auch eine Varianz der chemisch-physikalischen Eigenschaften fiir die Erho-
hung der gemessenen Parameter in Frage (Foote und Leonard, 1964; Carr, 1985;
Strzezek und Fraser, 2009). Es ware interessant gewesen, die einzelnen VD einer genau-

en Analyse zu unterziehen.

Einen klaren Hinweis fiir einen, durch den Zusatz von ECH verursachten, negativen Ef-
fekt auf die verschiedenen Bewegungsparameter konnte in dieser Arbeit nicht nachge-

wiesen werden. Zwar zeigten insbesondere die vom CASA bestimmten Strecken- und
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Geschwindigkeitsparameter eine signifikante Wechselwirkung zwischen der Lagerungs-
dauer und der BK, bei naherer Betrachtung der dazugehorigen Graphen sind die Unter-
schiede jedoch nur sehr gering und damit von fraglicher klinischer Relevanz. Hinzu
kommt, dass die hochste Bakteriensubstitution zum Teil bessere CASA-Werte erzielte,
als die niedrigeren Konzentrationen. Eine schliissige Erklarung fiir diese Beobachtung
konnte sowohl im Versuch als auch in der Literatur nicht gefunden werden. Wider-
spruchlich zu diesen Ergebnissen wurde von verschiedenen Autoren eine Reduktion der
Motilitait humaner Spermien durch die Inkubation mit E. coli (Diemer et al., 2000;
Sanocka et al.,, 2004; Prabha et al., 2010) beschrieben. Ob die Verdnderungen an den
Spermien durch die Keime selbst verursacht wurden (Diemer et al., 2000; Sanocka et al.,
2004) oder ob Toxine und andere Faktoren dafiir verantwortlich waren (Paulson und
Polakoski, 1977; Prabha et al., 2010; Schulz et al., 2010), wird kontrovers diskutiert. Die
getesteten BK: ein Bakterien-Spermien-Verhaltnis von 1:1 (Diemer et al 1996) bzw. ab
2x 105 E. coli (Berktas et al. 2008), schienen hierbei eine wesentliche Rolle zu spielen
(Diemer et al., 1996; Althouse und Lu, 2005; Berktas et al., 2008). Uber die zeitliche
Komponente waren unterschiedliche Angaben von wenigen Stunden (Diemer et al,
1996; Prabha et al., 2010) bis hin zu Tagen (Althouse et al., 2000; Yaniz et al., 2010) zu
finden. Zur Situation bei caninem Sperma ist nicht viel bekannt. In dieser Arbeit wurden
verschiedene Konzentrationen naher untersucht. Dabei lag die hochste Zugabe an Kei-
men Uber der in der Literatur beschriebenen, physiologischen Kontamination (Johnston,
1991; Bjurstrom und Linde Forsberg, 1992; Kustritz et al., 2005; Pesch et al, 2007;
Schaefer-Somi et al., 2009; Goericke-Pesch et al., 2012). Dennoch konnte, sowohl direkt
nach Zugabe als auch im weiteren Zeitverlauf, kein klarer Hinweis auf eine Beeintrachti-
gung der Spermienmotilitdt gezeigt werden. Ein Einfluss anderer bakterieller Kontami-
nanten, die im Ejakulat vorhanden waren, kann nicht komplett ausgeschlossen werden.
Ein volliges Verschleiern des ECH Einflusses scheint jedoch unwahrscheinlich. Deshalb
ist anzunehmen, dass der verwendete ECH bis zu einer Konzentration von
5x 105 KBE/ml iiber die Dauer des Untersuchungszeitraumes keine schadliche Wirkung
auf die Motilitatsparameter fliissigkonservierten Riidenspermas ausiibt. In wieweit dies
auch fiir andere E. coli-Staimme mit gegebenenfalls anderen Virulenz-Faktoren gilt, be-

darf weiterer Untersuchungen.
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5.4.2 Anteil Lebender/Toter Spermien im Eosin-Ausstrich

Betrachtet man die Anzahl an ungefarbten Spermien im Eosin-Ausstrich, so konnten
unmittelbar nach dem Zusatz aller Komponenten (VD und ECH) zum Zeitpunkt 0 im
Durchschnitt 75,1 + 3,2 % lebende Samenzellen identifiziert werden. In der Literatur
wird der Unterschied zwischen unverdiinnten und verdiinnten Ejakulaten als gering
beschrieben (Burgess et al., 2000; Sirivaidyapong et al., 2000a; Koderle et al., 2009; Goe-
ricke-Pesch et al., 2012). Deshalb ist von einem dhnlichen Ausgangswert im Nativejaku-
lat auszugehen. Vergleicht man den in dieser Arbeit ermittelten Wert mit der Literatur,
ist dieser eher am unteren Referenzbereich einzuordnen (Pesch et al., 2006). Andere
Autoren konnten mit bis zu 91,4 % lebende Spermien (Lopes et al., 2009) einen deutlich
hoheren Anteil an lebenden Spermien ermitteln (England und Allen, 1992; Iguer-ouada
und Verstegen, 2001a; Michael et al., 2007). In einer grofieren retrospektiven Studien
von Goericke-Pesch et al. (2013), bei der 256 Hunde ausgewertet wurden, ergab sich ein
Durchschnittswert von 86,3 % ungefarbten und damit lebenden Spermien. Im Gegensatz
dazu dokumentierte England et al. (1999) in einem Versuch lediglich 68,7 % ,normale,
lebende Spermien.” Dabei sind auch morphologisch veranderte Spermien ausgenom-

men.

Grund fiir die relativ niedrige Anzahl lebender Spermien in dieser Arbeit kdnnte in einer
Unterschatzung liegen. Hierfiir wiirde auch die zum gleichen Zeitpunkt festgestellte, ho-
here Motilitdt von 81 % sprechen. Diese Feststellung ist insofern nicht plausibel, als dass
tote Spermien keine Eigenbewegung mehr aufweisen kénnen. So sollte die Anzahl le-
bender Spermien die Anzahl beweglicher Spermien sogar eher liberschreiten, da auch
unbewegliche Spermien noch lebendig sein konnen (Verstegen et al., 2005; Kmenta et
al., 2011). Daher ist anzunehmen, dass die Anzahl toter Spermien in dieser Arbeit falsch
hoch geschatzt wurde. Eine mogliche Ursache stellt die Farbung dar. Bei dem zum Ein-
satz gekommenen Eosin-Ausstrich werden nur die toten Spermien und kein Hintergrund
angefarbt, wie es bei der Eosin-Nigrosin Farbung der Fall ist. Dabei kdnnten die unge-
farbten Spermien durch mangelnden Kontrast zum Hintergrund unterschitzt wurden
sein (Dott und Foster, 1972). Zum anderen konnten partielle Farbungen (Hancock,
1956; Rijsselaere et al.,, 2005) und undeutlich angefarbte Kappenverdanderungen (Dott
und Foster, 1972) zu einer Uberschitzung des Anteils toter Spermien gefiihrt haben.

Faktoren wie eine praparationsbedingte Schadigung oder die Subjektivitdt durch den
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Untersucher wurden versucht auszuschlief3en, indem eine Wiederholung und Wertung
der Farbung durch andere Untersucher stattfand. Eine sensitivere Methode zur Beurtei-
lung der Viabilitat ware die SYBR-14/PI Farbung (Rijsselaere et al., 2005), die allerdings
hier nicht zum Einsatz kam. Eine abschlief3ende Klarung dieses verhdltnismaf3ig niedri-

gen Werts war nicht maéglich.

Die Analyse des Lebend-Tot-Verhaltnisses im Eosin-Ausstrich im Zeitverlauf ergab ein
ahnliches Bild wie der Motilitdtsverlaufs. Am Tag 0 lagen die Werte der einzelnen Test-
ansitze, wie oben beschrieben, dicht beisammen. Bis zum Ende des Versuchs reduzierte
sich der Anteil lebender Spermien kontinuierlich. Eine Reduktion der lebenden Sper-
mien wurde von verschiedenen Autoren beschrieben. Der Zeitraum umfasst dabei weni-
ge Tage bis drei Wochen (Rota et al., 1995; Rijsselaere et al., 2002; Tsutsui et al., 2003;
Ponglowhapan et al., 2004; Hermansson und Linde Forsberg, 2006; Shahiduzzaman und

Linde Forsberg, 2007; Michael et al., 2009, 2010; Kmenta et al., 2011).

Wahrend des Untersuchungszeitraums zeigte sich eine deutliche Diskrepanz zwischen
den unterschiedlichen Gentamicinkonzentrationen, die auch statistisch belegt werden
konnte. Hierbei zeigten die Testansatze, die mit VD 4 versetzt wurden, die deutlichste
Abnahme des Anteils lebender Spermien und damit niedrigsten Endwerte im Versuch. In
anderen Arbeiten liefd sich dieses Verhalten nicht nachvollziehen. Wie bei der Motilitat
detailliert diskutiert, war ein negativer Einfluss erst bei Gentamicinkonzentrationen von
1000 mg/l nachweisbar (Jasko et al., 1993; Aurich und Spergser, 2007). Fir Ri-
densperma konnte zwar mittels SYBR-14/PI eine geringe Abnahme des Prozentsatzes
membran-intakter Spermatozoa nach 72 h Fliisssigkonservierung beobachtet werden,
jedoch handelte es sich um einen Verdiinner mit einesm Antibiotikagemisch und der
Effekt war nur ab einer Konzentration von 500 mg/l Gentamicin, 100 mg/l Tylosin,
300 mg/I Lincomycin und 600 mg/1 Spectinomycin nachweisber. Dieselbe Kombination

mit der halben Dosis zeigte hingegen keinen Effekt (Becher et al., 2013).

Damit stellt sich die Frage, ob tatsiachlich Gentamicin oder doch andere Komponenten
fiir die Abnahme der lebenden Spermien verantwortlich waren. Auch in dem bereits er-
wahnten, unveroffentlichten Nachversuch (Goericke-Pesch, Sywall et al. 2015) konnte

der hier beschriebene negative Einfluss von Gentamicin nicht belegt werden. Somit
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kommen, wie bereits diskutiert, auch andere Faktoren und Eigenschaften des VD in Fra-

ge, die zu dem Abfall gefiihrt haben kénnen.

Ein Einfluss der zugesetzten BK konnte, wie auch bei der Motilitdt, nicht festgestellt
werden. Und auch wenn Untersuchungen an humanem Ejakulat eine vermehrte Apopto-
se durch die Co-Inkubation mit E. coli zeigten (Villegas et al., 2005), ergaben sich bisher
keine Hinweise die fiir ein vermehrtes Absterben der Spermien und auf eine vergleich-
bare Situation beim Hund sprechen (Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007; Goeri-

cke-Pesch etal,, 2011),

Weiterhin war bei Betrachtung der Ergebnisse zu beobachten, dass, wie bereits zum
Zeitpunkt 0 die Viabilitdt durchschnittlich unterhalb der Anzahl motiler Spermien lag.
Da sich diese Beobachtung zu jedem Untersuchungszeitpunkt zu finden war, sind die

Daten, zumindest in Relation zueinander, verwertbar.

5.4.3 Pathomorphologie und Kappenveranderungen

Die Morphologie der Spermien hat neben der Motilitit einen direkten Einfluss auf die
Fertilitdt des Samens (Verstegen et al., 2002). Auch eine Untersuchung der Kopfkappen
auf die akrosomale Integritat, die nicht immer mit der Motilitat korreliert, ist eine wich-
tige und ergdnzende Untersuchung (Oettlé, 1986). Deshalb wurde dieser Test auch in
dieser Arbeit herangezogen. Fiir die mikroskopische Beurteilung wurde von jedem Test-
ansatz ein Spermac®-Priparat angefertigt und bei 1000x Vergroferung mit Ol-
Immersion betrachtet (Oettlé, 1986; Riesenbeck et al., 2001; Waberski und Petrunkina,
2007). Ein Vergleich der pathomorphologischen Veranderungen mit der Literatur ist
nur bedingt moglich, da in den meisten Veroffentlichungen die Spermienmorphologie
und der Zustand des Akrosoms getrennt betrachtet wurden. In dieser Untersuchung er-
folgte hingegen eine kombinierte Bewertung der beiden Parameter. Dadurch wurde je-

des Spermium nur einmal gezahlt und nur die schwerste Schadigung dokumentiert.

Trotz der eingeschrankten Vergleichbarkeit liegen die erhobenen Werte zum Zeitpunkt
0 in einem Bereich, der auch in der Literatur angegeben wird. In einer retrospektiven
Studie zur Spermienanalyse beim Riiden wurden in 21,5 % der Spermien morphologi-
sche Abweichungen gezahlt (Goericke-Pesch und Failing, 2013). Dabei nahmen Veran-

derungen der Geifdel mit 9,5 % den grofiten Anteil der Anomalien ein. Zytoplasmatrop-
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fen traten bei 3 %, lose Kopfe bei 2 % und Kopfveranderungen bei 0,5 % der Spermien
auf. Zudem zeigten 1,5 % der Spermien Akrosomverdanderungen. Andere Autoren kamen
mit 79,6 % unveranderten Spermien zu dhnlichen Ergebnissen (Rijsselaere et al., 2004a)
und Giinzel (2007) gibt einen Referenzwert im Riidenejakulat von 10 - 25 % Anomalien
an. Als Richtwert, insbesondere fiir die Kryokonservierung, sollten 30 % morphologisch
verdanderte Spermien nicht iiberschritten werden (Hoffmann, 2003; Waberski und Pet-
runkina, 2007). Fallt die Anzahl unter 60 % ist mit einer Beeintrachtigung der Fertilitat
zu rechnen (Oettlé, 1993).

Eine negative Beeinflussung der Werte durch die Praparation und Farbung (z. B. Osmo-
laritat der Losung), wie von Root Kustritz beschrieben (Root-Kustritz et al., 1998; Root-
Kustritz, 2007), kann nicht vollends ausgeschlossen werden. Es wurde jedoch versucht,

die Spermien wahrend der Analysen moglichst schonend zu behandeln.

Betrachtet man die Gesamtzahl an aufgetretenen, morphologischen Veranderungen di-
rekt nach dem Anmischen genauer, so ist mit wachsender Gentamicinkonzentration und
ECH-Konzentration ein Anstieg abgeknickter und aufgerollter Spermienschwanze fest-

zustellen. Die ibrigen Parameter variierten in einem deutlich geringeren Maf.

Die mit steigender Gentamicinkonzentration verbundene Zunahme veranderter Sper-
miengeifdeln ist in der Literatur bisher nicht beschrieben. Generell wird der Einfluss von
Antibiotika auf Spermien kontrovers diskutiert (Varner et al.,, 1998; Aurich und Sper-
gser, 2007; Dean et al., 2012). Einige Studien zeigten zwar eine Abnahme motiler Sper-
mien durch die Zugabe verschiedener Antibiotika, unter anderem auch Gentamicin, (Wa-
les und White, 1962; Jasko et al., 1993; Varner et al., 1998; Aurich und Spergser, 2007),
die Morphologie wurde dabei aber nicht weiter untersucht. Zusatzlich ist zu beachten,
dass die Antibiotikakonzentrationen, unter denen zumindest die Motilititsabnahmen
auftraten, deutlich iiber den in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen lagen (Aurich
und Spergser, 2007). Andererseits ist auch hier wieder eine unterschiedliche Beschaf-
fenheit der VD, die diese Verdnderungen verursachen, zu diskutieren. Die Zunahme der
Geifdelveranderungen konnte auf eine veranderte Osmolaritit des Mediums hindeuten,

was ebenfalls weitere Ergebnisse erkldaren konnte.
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Wie in der Literatur beschrieben und auch in dieser Arbeit nachgewiesen, sind E. coli im
Riidensperma eine haufige Kontaminante (Johnston, 1991; Bjurstrom und Linde Fors-
berg, 1992; Pesch et al,, 2006; Goericke-Pesch et al., 2011). Dennoch konnte bisher kein
eindeutiger, negativer Einfluss auf die Samenqualitdt beim Hund festgestellt werden
(Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007; Goericke-Pesch et al., 2011). Eine Betrach-
tung der Ergebnisse dieser Arbeit zum Zeitpunkt 0 lasst jedoch einen Trend vermuten.
Es konnten in dieser Arbeit sowohl vermehrt Kappenveranderungen als auch Geif3elver-
anderungen gefunden werden. Die vorhandene Konzentration lag allerdings deutlich

uber der Dosis, die in der Literatur untersucht wurde.

In der menschlichen Reproduktionsmedizin konnten bereits Mikroorganismen fiir Ver-
anderungen der Spermienmorphologie verantwortlich gemacht werden (Sanocka-
Maciejewska et al., 2005). E. coli ist einer der wichtigsten Erreger, der aus humanen Eja-
kulaten isoliert werden konnte und einen negativen Effekt auf die Spermienmotilitat
und Morphologie hatte (Diemer et al., 1996; Diemer et al., 2000; Sanocka et al., 2004).
Beziiglich der Morphologie waren oberflachliche Strukturen, wie zum Beispiel die Plas-
mamembran vom Mittelstiick und Hals als auch die Kopfkappe (Diemer et al., 1996; Di-
emer et al.,, 2000) betroffen, wodurch es auch zu einem Aufrollen der Geifdel und einer
Immobilisation kommen kann (Prabha et al., 2010). Zusatzlich war ein Anschwellen des
Zytoplasmas und eine Invagination der Geifsel sowie ein Defekt der inneren und dufde-
ren Akrosomenmembran zu beobachten (Diemer et al.,, 2000). Diese durch E. coli her-
vorgerufenen Schaden konnten auch die in dieser Arbeit erhohte Anzahl an veranderten
Samenzellen erkldren, auch wenn eine Immobilisation nicht nachzuvollziehen war. Es ist
zu beachten, dass durch das Verfahren der Lichtmikroskopie, wie in dieser Arbeit einge-
setzt, nur eine begrenze Auflosung moglich ist, weshalb feinere ultrastrukturelle Veran-
derungen, wie von Diemer et al. (1998, 2000) beschrieben, unter Umstdnden nicht de-
tektiert werden konnten. Eine weiterfithrende elektronenmikroskopische Untersuchung

ware in dieser Hinsicht aufschlussreich.

Betrachtet man die Einwirkzeit der Bakterien auf die Spermien, betrug diese in den Ver-
such dieser Arbeit zum Zeitpunkt 0 nur wenige Sekunden. Die von Diemer et al. (2000)
beschriebenen Veranderungen wurden hingegen nach 4 - 6 h festgestellt. Durch die Zu-
gabe eines aus E. coli extrahierten Spermatozoal Immobilization Factor (SIF) konnte bei
hohen Konzentrationen eine Immobilisation und zum Teil schon nach 20 Sekunden eine
spermizide Reaktion festgestellt werden (Prabha et al., 2010). Auch wenn in dieser Ar-
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beit keine vermehrte Immobilisation eines Testansatzes mit hoher BK zum Zeitpunkt 0
beobachtet werden konnte, so ist damit dennoch eine Sofortreaktion fiir die morpholo-
gischen Veranderungen denkbar. Der beschriebene Faktor (SIF) ist sowohl hitze- als
auch kalteresistent (Paulson und Polakoski, 1977). Somit konnte er wahrend der Her-
stellung der Inokulate akkumulieren und mit diesen zu den einzelnen Proben hinzuge-
geben worden sein. Ein vermehrtes Absterben durch SIF ist nicht bekannt (Paulson und
Polakoski, 1977) und wurde auch in dieser Arbeit nicht beobachtet. Fiir das Einwirken
eines solchen Faktors oder Toxins spricht zudem, dass trotz der Anwesenheit des Anti-
biotikums im Versuch keine Minderung der Anzahl verdanderter Spermien zu verzeich-

nen war.

Auch bei Schafbécken und Schweinen kann E. coli die Fertilitit beeintrachtigen. Bei
Schweinen kommt es zu vermehrter Agglutination und verminderter Wurfgrofde ab ei-
ner Konzentration von 3,5x 103 KBE/ml (Maroto Martin, Luis O et al., 2010). Bei Kon-
servierung sind die Schiaden jedoch erst nach eins bis zwei Tagen sichtbar (Althouse et

al.,, 2000).

Betrachtet man die morphologischen Spermien-Veranderungen im Zeitverlauf, konnte
in verschiedenen Arbeiten bereits eine Abnahme des Gesamtanteils intakter Spermien
wahrend der Flissigkonservierung in einem TRIS- Fruktose/Glukose- Eigelb Verdiinner
festgestellt werden (England und Ponzio, 1996; Tsutsui et al., 2003; Rijsselaere et al,,
2004b; Michael et al., 2010; Kmenta et al., 2011). Die Dauer der Lagerung variierte dabei
zwischen 3 bis 12 Tagen. Dies bestatigte sich auch in einer Vorgdngerstudie, die ver-
schiedene Verdiinner, unter anderen auch CaniPuls Chill, tiber 10 Tage hin untersuchte
und dabei in allen Proben eine signifikanten Anstieg des Anteil morphologisch verdander-
ter Spermien fand (Goericke-Pesch et al., 2012). Entgegen dieser Aussagen wird nach
Rijsselaere et al. (2002) durch eine dreitdgige Lagerung bei 4 °C der Anteil abnormer
Spermien nicht verandert. Ein absoluter Vergleich der vorliegenden Arbeit mit anderen
Versuchen ist, wie oben geschrieben, nicht méglich. Dennoch ist auch in der vorliegen-
den Arbeit eine Zunahme der morphologisch veranderten Spermien nachzuvollziehen.
Dabei steigt die Anzahl iiber den gesamten Untersuchungszeitraum in allen Testansat-
zen auf bis zu 45 % an. Als wichtigste Ursache fiir die Zunahme der Veranderungen wird
von Burgess et al. (2000) die Kiithlung des Samens angesehen. So kann sowohl durch

sofortige als auch durch verzogerte Effekte die Ultrastruktur der Spermien beschadigt
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und damit die Langlebigkeit und die Akrosomintegritat beeintrachtigt werden (Burgess

etal., 2000).

Betrachtet man die Einzelparameter der pathomorphologischen Untersuchung, wird
ersichtlich, dass in der vorliegenden Arbeit primér der Spermienhals und die Geif3el in
ihrer Form nachteilig beeinflusst wurden. Alle Testansitze zeigten im Zeitverlauf einen
signifikanten Anstieg der Geif3elveranderungen. Auch in anderen Arbeiten wurde eine
Zunahme abnormaler Geifsel dokumentiert (Tsutsui et al.,, 2003; Goericke-Pesch et al,,
2012). Goericke-Pesch und Klaus et al. (2012) stellten dabei insbesondere eine signifi-
kante Zunahme schleifenformiger Geifel im Zeitverlauf fest. In dieser Arbeit wurden die
Geifdelveranderungen nicht genauer aufgeschliisselt. Insgesamt lasst sich aber vermuten,
dass die Fliissigkonservierung von Sperma einen negativen Einfluss auf deren Morpho-
logie ausiibt. Ohne geeigneten Verdiinner lage dieser Anteil jedoch noch héher (Tsutsui

et al., 2003).

Neben diesem Zeiteffekt konnte in den vorliegenden Versuchen auch durch die zugege-
benen ECH ein signifikanter Einfluss auf die Gesamt-Pathomorphologie beschrieben
werden. Somit konnte die zum Zeitpunkt 0 diskutierte Tendenz, dass eine hohere ECH
Konzentation die Spermienmophologie negativ beeinflusst auch im weiteren Zeitverlauf
nachvollzogen werden. Dabei war in den Testansatzen, die mit der hoheren Menge an
ECH versetzt wurden, ein hoherer Anteil morphologisch verdanderter Spermien als in

den Testansatzen mit geringerer oder ohne weitere mikrobielle Inokulation.

Auch bei einzelnen Parametern konnte eine signifikante (Halsveranderungen) bzw. ten-
denzielle (lose Spermienképfe) Erh6hung des Anteils morphologischer Verdanerungen
nach Bakterienzugabe ermittelt werden. Eine Reduktion der Motilitadt, wie fiir humanes
Ejakulat beschrieben, blieb jedoch aus. Als Ursache kommt der eher geringe prozentuale
Anteil der Veranderung in Frage. Zudem blieben die Geifdelveranderungen von den BK

weitestgehend unbeeintrachtigt.

Neben einer direkten Interaktion der Bakterien mit den Spermien, ist auch eine Beein-
trachtigung durch mikrobielle Toxine und andere Faktoren denkbar. Hierzu gehoren:
hamolysine, Shiga-like Toxine und Lipopolysaccharide (Diemer et al., 2000; Schulz et al,,
2010) sowie der oben erwdhnte SIF (Spermatozoal Immobilization Factor) (Paulson und

Polakoski, 1977; Prabha et al., 2010). Das Vorhandensein solcher Stoffe konnte erklaren,
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weshalb trotz des Antibiotikums, welches den mikrobiellen Schaden vorbeugen soll, sich

kein sichtbarer Vorteil gegeniiber dem Verdiinner ohne Antibiotikum eingestellt hat.

Auch beim Eber liegen kontroverse Ergebnisse vor. Maroto et al. (2010) und Althouse et
al (2000) zeigten eine Beeintrachtigung von Eberejakulaten durch E. coli. Dem entgegen

konnten Ubeda et al. (2013) keine Abweichungen zu einer keimfreien Probe finden.

Eine weitere mogliche Erklarung der kontroversen Ergebnislage liegt in dem verwende-
ten Bakterienstamm. Versuche bei Mausen (Kaur und Prabha, 2014) und an humanen
Spermien (Boguen et al.,, 2014) ergaben unterschiedliche Effekte verschiedener E. coli
Stamme und Serovare in Hinblick auf Motilitat, Viabilitdt, Morphologie und Fertilitat.
Der in dieser Arbeit verwendete ECH Stamm wurde zwar aus dem Urogenitaltrakt eines
Hundes extrahiert, eine genaue Typisierung wurde jedoch nicht vorgenommen. So konn-
te in einer Studie, die mittels Immunelektrophorese die Fimbrien von humanen uropa-
thogenen E. coli mit denen von Riiden verglich, gezeigt werden, dass die Adhesine unter-
schiedliche Eigenschaften aufwiesen und sich die untersuchten Stimme damit in ihren
Merkmalen unterschieden (Garcia et al., 1988). Zur Klarung der Problematik waren wei-
terfiihrende Untersuchungen mit unterschiedlichen E. coli Stimmen beim Hund mit Fo-

kus auf deren Einfluss auf unterschiedliche Samenparameter notig.

Die Integritdt des Akrosoms ist fiir die Kapazitation und die folgende AR und damit fiir
die erfolgreiche Befruchtung iiberaus wichtig (De Los Reyes et al., 2009). In wieweit die
Zugabe des Verdiinners das Akrosom beeinflusst, ist strittig. In manchen Versuchen lief3
sich ein Effekt erkennen (Oettlé, 1986; Rota et al., 1995), in anderen konnte wiederum
keine Auswirkung nachvollzogen werden (Burgess et al.,, 2000; Sirivaidyapong et al.,
2000a). Als Ursache fiir unterschiedliche Ergebnisse kommt der Einsatz verschiedener
Verdiinner in Frage. Bei einem Vergleich von vier Verdiinnern stellte sich ein signifikan-

ter Unterschied zwischen ihnen heraus (Goericke-Pesch et al., 2012).

Auch die Lagerung bei 4 °C kann die Integritat des Akrosoms beeinflussen. So nahm die-
se in den Versuchsdurchldufen in allen Testansatze kontinuierlich ab. Es ist wahrschein-
lich, dass neben hohen Kalziumkonzentrationen (Sirivaidyapong et al., 2000a; Cortes et
al,, 2006) auch durch die Kiihlung und Lagerung entstandene ultrastrukturelle Schaden
eine AR ausgelosen (Oettlé, 1986; Burgess et al., 2000). Deshalb tritt die Kapazitation

der Spermien in verdiinntem Sperma frither ein als im nativen Sperma (Kumi-Diaka und
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Badtram, 1994). Wahrend nach Kumi-Diaka und Badtram (1994) die Fertilitdt hierbei
nicht leidet, behaupten Iguer-Ouada und Verstegen (2001), dass die Befruchtungsfahig-

keit mit zunehmender AR abnimmt.

Die Verwendung eines Verdiinners senkt die Anfélligkeit der Spermien fiir eine Schadi-
gung des Akrosoms bei 37 °C und 20 °C (Sirivaidyapong et al., 2000b), kann diese aber
auch wahrend der Lagerung bei 4 °C nicht ganzlich vermeiden (Tsutsui et al., 2003). Ins-
besondere Eigelb (Iguer-ouada und Verstegen, 2001b; Witte et al., 2009) und LDL
(Bencharif et al., 2013) sind fiir diesen protektiven Effekt verantwortlich. In der vorlie-
genden Arbeit wurde auf den Einsatz von Eigelb verzichtet, da dieses nach Gebrauchs-
anweisung des VD fiir eine Lagerung bis flinf Tage lediglich optional ist (Minitiib GmbH).
Dennoch kam es im Zeitverlauf zu einer signifikanten Abnahme intakter Kopfkappen.
Auch zahlreiche andere Autoren konnten in z. T. vergleichbaren, eigelbhaltigen Verdiin-
nern mittels Spermac® oder Fluoreszenz (FITC-PNA) einen Anstieg von Kappenverande-
rungen beobachten (England und Ponzio, 1996; Shahiduzzaman und Linde Forsberg,
2007; Michael et al,, 2010; Goericke-Pesch et al., 2012). Der prozentuale Anteil intakter
Akrosomen variierte dabei zwischen 24 % nach 3 Tagen (Michael et al,, 2010) und 10 %
(Goericke-Pesch et al., 2012) bis 53 % (Shahiduzzaman und Linde Forsberg, 2007) nach
zehn Tagen. Eine weitere Veroffentlichung konnte erst nach 3 Tagen mittels Floreszenz
(FITC PNA) einen signifikanten Anstieg von circa 5 % veranderter Kappen auf 35 % nach
23 Tagen nachweisen (Ponglowhapan et al.,, 2004). Andere Autoren wiederum konnten
in ihren Versuchen wahrend der Lagerung bei 4 °C keine Zunahme veranderter Kopf-
kappen innerhalb von 4 Tage mittels Fluoreszenz (c-FDA/PI) (Rota et al., 1995) und 3
Tage mittels Fluoreszenz (FITC PSA) (Rijsselaere et al., 2004b) feststellen. Fiir den Ver-
lust der Kopfkappe im Zeitverlauf gab es in der vorliegenden Arbeit lediglich eine Ten-
denz. Auch Iguer-Ouada und Verstegen (2001) beschrieben lediglich eine leichte Zu-

nahme liber neun Tage.

Flir einen Einfluss der BK gab es bei der Integritiat der Kopfkappen eine leichte, jedoch
nicht signifikante Tendenz zu vermehrt auftretenden Schidden bei hoherer ECH-
Konzentration. Mégliche Ursachen zur Schadigung des Akrosoms durch E. coli wurde
zum Zeitpunkt 0 bereits diskutiert. Daneben scheint auch der von E. coli sezernierte Fak-
tor SIF (sperm immobilization factor) eine Schadigung aller oberflachlichen Strukturen
zu verursachen (Prabha et al.,, 2010). In wieweit sich die in dieser Arbeit beschriebene
Tendenz auf die inokulierten ECH zuriickfiihren lasst oder eher ein Zufallsbefund ist,
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kann nicht abschliefRend beurteilt werden und erfordert weiterfiihrende Untersuchun-

gen. Zudem ist zu klaren, inwieweit SIF bei hundeassoziierten E. coli eine Rolle spielt.

Flir den Parameter Gentamicin konnte in Hinblick auf Pathomorphologie und Verande-
rungen der Kopfkappen kein Unterschied zwischen den einzelnen Konzentrationen ge-
funden werden. In der Literatur sind hierzu kaum Daten veroffentlicht. Eine Untersu-
chung, bei der verschiedene Konzentrationen eines Antibiotikagemisches (max.:
1000 mg/1 Gentamicin, 200 mg/1 Tylosin, 600 mg/l Lincomycin und 1200 mg/] Specti-
nomycin) testet wurden konnte keinen Unterschied in der Morphologie zwischen den
Gruppen feststellen. (Becher et al., 2013). Auch in den Nachversuchen der vorliegenden
Arbeit (Goericke-Pesch, Sywall et al. 2015) konnten diese Ergebnisse nochmals bestatigt

werden.

5.4.4 Ergebnisse des Hypoosmotischen Schwelltests

Die Integritit der Plasmamembran wurde mit Hilfe des HOS-Tests bewertet. Er stellt
eine einfache, schnelle und preiswerte Methode dar, um eine Aussage tiber die funktio-
nelle Beschaffenheit der Spermienmembran zu treffen (Kumi-Diaka, 1993). Durch Ver-
bringen der Spermien in eine hypoosmotische Losung wird ein Zustrom von Wasser
durch das Plasmalemma erzeugt, der zu einem Ausgleich des osmotischen Gradienten
filhrt. Die Folge ist ein Anschwellen der Zellen, welches sich hauptsachlich in einem Auf-
rollen der Spermienschwanze (,curled tail“) dufdert. Nur bei einer funktionell intakten
Spermienmembran kommt es durch den Transport von Wasser in das Zellinnere zu die-

ser Schwellung (Jeyendran et al., 1984).

Die erhobenen Werte zum Zeitpunkt 0, direkt nach Verarbeitung, liegen im Durchschnitt
dicht beisammen. Eine sofortige Reaktion in Form einer Schadigung der Plasmamemb-
ran durch die getesteten Parameter ist somit nicht ersichtlich. Die verhaltnismafsig hohe
Standardabweichung beruht vermutlich auf der unterschiedlichen Qualitat der verwen-
deten Ejakulate. Beim Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen fiir den Anteil membranintakter Spermien, muss beachtet
werden, dass diverse Protokolle fiir die Herstellung hypoosmolarer Losungen verwen-
det werden. Die Osmolaritit der Losungen schwankt zwischen 60 mosmol/] (Kumi-

Diaka, 1993) 100 mosmol/l (Bencharif et al.,, 2013) und 150 mosmol/l (De Souza et al.,
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2007; Mif3, 2012). Die Anzahl an Versuchen mit vergleichbaren Bedingungen, bei denen
direkt nach Zugabe eines TRIS-Verdiinners ein HOS-Test durchgefiihrt wurde, ist sehr
gering. Goericke-Pesch et al. (2012) dokumentierten je nach Verdinner zwischen 4 %
und 8 %, eine vergleichsweise geringe Anzahl an nicht aufgerollten Schwanzen (,not
curled“). Zieht man Nativejakulate zum Vergleich hinzu, sind Werte zwischen 4 und
6,5 % ,non curled tails“ beschrieben (Lopes et al, 2009; Goericke-Pesch und Failing,
2013), bei Verwendung einer 60mOsm Losung 9,45 % geschadigte Spermien (Michael et
al,, 2010).

Der Vergleich mit unverdiinntem Sperma kann allerdings nicht ohne Vorbehalt erfolgen.
In verschiedenen Arbeiten wird eine Verschlechterung der Werte durch die Zugabe des
Verdiinners diskutiert (Rota et al., 1995). Nach Klaus (2012) und Goericke-Pesch et al.
(2012) ist beim Vergleich der Nativprobe mit der frisch verdiinnten ungekiihlten Probe
bereits ein signifikanter Abfall von bis zu 7 % der membranimtakten Spermien festzu-
stellen. Inwiefern die These auch auf diese Arbeit libertragen werden kann, bleibt offen,
da das Nativejakulat nicht auf die funktionelle Membranintegritat hin untersucht wurde.
Fir den weiteren Versuchsdurchlauf war es lediglich wichtig, dass gleiche Vorrauset-
zungen und ahnliche Ausgangswerte in allen Testansatze vorherrschen, um eine Inter-

pretation innerhalb des Versuchs zu gewahrleisten.

Die Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit im Zeitverlauf zeigt einen deutlichen und
signifikanten Anstieg der nicht aufgerollten Schwanze tber den gesamten Versuchszeit-
raum. Hiervon waren alle Testansatze betroffen. Nach Kumi-Diaka (1993) wirkt sich die
Lagerung von Sperma auf die Fahigkeit auf den HOS-Test zu reagieren, negativ aus. Auch
andere Autoren konnten wahrend der Fliissigkonservierung einen Abfall der Anzahl
funktionell intakter Spermienmembranen nachweisen (Rota et al.,, 1995; Lopes et al,,
2009; Michael et al., 2010). Dem entgegen konnte in einer Studie liber Lagerungseinfliis-
se innerhalb von 24 h auf canines Sperma keine Verschlechterung der Membranintegri-
tat feststellt werden (Kumi-Diaka und Badtram, 1994). Diese Beobachtung konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht bestdtigt werden, auch wenn ein Anstieg der ,non curled”

Spermiengeifseln insbesondere zum Ende der Versuche ersichtlich war.
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Die Unterschiede im Grad der Verdnderung im Vergleich zu anderen Studien konnten,
wie oben erwdhnt, auf unterschiedlich osmolaren HOS-L6sungen, unterschiedlicher

Einwirkzeit und anderen unterschiedlichen Ausgangsbedingungen beruhen.

Uber den Einfluss von Gentamicin auf den HOS-Test ist in der Literatur nichts bekannt.
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein starkerer Anstieg nicht aufgerollter Geifseln
bei den Testansatzen, die mit VD 4 versetzt wurden. Der zugrundeliegende Mechanis-
mus ist unbekannt. Eine Analogie zur Gehor-, Gleichgewichts, und Nierentoxizitdt von
Gentamicin, wie zuvor beschrieben, ist moglich (Jasko et al., 1993). Andererseits konnte
der Effekt in den bereits erwdhnten Nachversuchen (Goericke-Pesch, Sywall et al. 2015)
nicht wiederholt werden, weshalb auch andere, verdiinnerassoziierte Faktoren, wie ver-

anderte Verdiinnerosmolaritat, in Betracht gezogen werden miissen.

Die Zugabe unterschiedlicher Mengen an ECH zeigte keinen erkennbaren Einfluss auf die
Membranfunktion. In der Literatur ist hiertiber kaum etwas bekannt. Beim Eber konnte
bei einer Keimkonzentration von 500 KBE/ml E. coli im Sperma keinen gesteigerter
Qualitatsverlust im HOS-Test nachgewiesen werden (Boguen et al., 2014). Eine weitere
Arbeit am Schwein bestatigt diese Ergebnisse bei einer dhnlich hohen E. coli Keimzahl
(Ubeda et al., 2013). Dabei blieben allerdings auch die tibrigen untersuchten Parameter
wie Motilitat, Morphologie und Akrosom-Integritit von einer Beeintrachtigung durch
die Bakterien unbeeinflusst. Deshalb kann erneut diskutiert werden in wieweit eine
E. coli Kontamination im Riidensperma generell keinen vermindernden Einfluss auf den
HOS-Test hat, oder lediglich der hier verwendete Stamm. Zur Klarung der Frage sind

weitere Studien notwendig.

5.4.5 Bakteriologische Analyse

Der letzte Punkt der Untersuchung befasst sich mit der quantitativen bakteriologischen
Analyse der verschiedenen Testansatze. Insgesamt wurden drei verschiedene BK unter-
sucht, die im Zeitverlauf durch die Anwesenheit von vier verschiedenen Gentamicinkon-
zentrationen im Wachstum beeinflusst wurden. Erwartungsgemaf$ zeigten die Testan-
sdtze mit der hochsten ECH-Inokulation die starkste Keimbelastung und auch die unter-
schiedlichen Gentamicinkonzentrationen fiihrten, gestaffelt nach ihrer Dosis, zu einer

Keimreduktion. Alle Testansatze zeigten tiber den Versuchszeitraum hinweg einen Ab-
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fall der Anzahl keimbildender Einheiten. Auch ohne antimikrobielle Komponente war

eine gewisse Reduktion der Bakterien zu sehen.

Fur ein sicheres Abtdten einer hohen ECH Kontamination reichten Gentamicinkonzent-
rationen von 0 mg/l, 20 mg/1 und 100 mg/] nicht aus. Erst bei einer Konzentration von
200 mg/1 Gentamicin konnten bei hohem ECH Zusatz nach 24 h nur noch Einzelkolonien

detektiert werden.

Im Allgemeinen wirken Antibiotika bei einer Temperatur von tiber 15 °C. Damit ist ihre
Wirkung in fliissigkonservierten Samen auf die Zeitdauer des Herabkiihlens beschrankt
was, je nach Kiihlrate 3 - 6 h betrdgt. Danach ist mit keiner weiteren Wirksamkeit zu
rechnen (Kayser et al., 1992; Aurich und Spergser, 2007). Eine andere Studie konnte
eine stark reduzierte bakterizide Wirkung von circa 50 % bei 7 °C innerhalb von 22 h bei
verschiedenen Antibiotika, unter anderem auch Gentamicin, nachweisen (Trauba et al,,
1983). Vergleicht man die Keimzahlen ohne und mit Gentamicin, wird deutlich, dass
auch in diesem Versuch die stiarkste Bakterienreduktion innerhalb der ersten 24 h er-
folgte. Aber auch danach konnte eine weitere Keimreduzierung erreicht werden. Neben
einer bakteriziden Restwirkung kdnnten eine Schwachung der Keime und suboptimalen
Wachstumsbedingungen, wie die Lagerung bei 4 °C, zu einem weiteren Absterben ge-
fiihrt haben. Weiterhin konnen Faktoren, die auch bei den gentamicinfreien Testansat-
zen zu einer Keimreduktion gefithrt haben, bei den gentamicinhaltigen Testansatzen
Einfluss genommen haben. In verschiedenen Arbeiten konnte eine gewisse antimikrobi-
elle Komponente des Seminalplasmas nachgewiesen werden (La Vignera et al., 2011).
Sowohl beim Menschen (Edstrom, A. M. L. et al., 2008) als auch beim Schwein (Strzezek
et al., 1987) scheinen zinkbindende Proteine fiir diesen Effekt verantwortlich zu sein.
Zudem wird auch fiir Prostasomen (Vivacqua et al., 2004) und andere Proteine (Kordan
et al., 1998; Bourgeon et al., 2004) eine antibakterielle Komponente diskutiert. Obwohl
tiber den Einfluss von zinkbindenden Proteinen im caninen Seminalplasma derzeit noch
nicht viel bekannt ist (Mogielnicka-Brzozowska et al., 2014), konnte ebenfalls eine
keimwachstumshemmende Wirkung nachgewiesen werden (Fair und Wehner, 1973). In
den Versuchen dieser Arbeit wurde auf eine Zentrifugation der Ejakulate verzichtet.
Damit verblieb auch das Seminalplasma in den Testansiatzen und kénnte die bakterizide
Wirkung insbesondere in den Testansadtzen ohne Antibiotikum erklaren. Andererseits
konnen auch die inokulierten ECH in Folge des Gefrierprozesses eine geringere Viabilitat
aufweisen. Verschiedenste Faktoren, wie z.B. das Kryoprotektant, die Abkiihlungsrate,
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der pH-Wert, das Auftauregime und bakterienspezifische Eigenschaften kénnen die Ef-
fektivitat der Konservierung beeinflussen (Hubalek, 2003). Zwar iiberleben viele Mikro-
organsimen ein Einfrieren, allerdings konnen daraus resultierende Schaden die Viabili-
tat senken (Speck und Ray, 1977). In wieweit diese Faktoren auch auf die ECH der vor-
liegenden Versuche Einfluss genommen haben, konnte nicht ndher differenziert werden.
Ein separates Anziichten der eingefrorenen Stimme bei jedem Versuchsdurchlauf sollte
jedoch eine gewisse Viabilitat der Keime kontrollieren. Nicht zuletzt konnen auch subop-

timale Bedingungen in den VD zu einem Abfall der Keimzahl gefiihrt haben.

Wie bereits mehrfach beschrieben, ist die Gewinnung des Ejakulates mittels manueller
Stimulation kein steriles Verfahren. So konnten auch in dieser Arbeit verschiedene, nativ
im Samen vorkommende Bakterien identifiziert werden. Unter anderem handelte es sich
dabei auch um hamolysierende Streptokokken und hamolysierende E. coli. Damit ist zu
erklaren, weshalb es auch in den Testansitzen, zu denen im Rahmen des Versuchs keine
zusatzlichen ECH inokuliert wurden, zu einem positiven bakteriellen Befund kam. Insbe-
sondere die Versuchsdurchldufe vier und fiinf zeigten mit ~2,4x 102 KBE/ml und
~2x 104 KBE/ml in den gentamicinfreien Testansatzen die hochste native Keimbelas-
tung. Die Erreger konnten durch Massenspektrometrie einzelner Kolonien zum grofden
Teil als E. coli var. haem. identifiziert werden. Eine sichere Unterscheidung diesen be-
reits im nativen Sperma enthaltenen Bakterien von dem im Versuch zugesetzten ECH
war damit jedoch nicht méglich. Auch in der Literatur wurde bereits bakterielles Wachs-
tum in einem dhnlichem Umfang beschrieben. So stuften Pesch et al. (2007) und Goeri-
cke-Pesch et al. (2012) eine bakterielle Kontamination bis 2x 104 KBE/ml als mafiigen,
physiologischen Bewuchs ein. Die in dem Versuch gewahlte geringe ECH-Inokulation lag
damit deutlich unterhalb der durchschnittlich vorgefundenen, nativen bakteriellen Kon-
tamination. Als Folge dessen ergaben sich in der quantitativen bakteriologischen Analy-
se fiir die Testansatze BK 0 (ohne ECH Zusatz) und BK 1 (geringer ECH Zusatz) dhnliche
KBE/ml-Werte und Bakterienverldufe. Flir eine nachteilige Beeinflussung der iibrigen
Ergebnisse gab es dariiber hinaus keinen Anhaltspunkt. Die deutlich héhere native BK
im Versuchsdurchlauf fiinf hatte, im Vergleich zu den tibrigen Versuchsdurchlaufen, kei-
ne sichtbare klinisch relevante Verschlechterung der untersuchten Vitalparameter zur
Folge. Auf eine statistische Absicherung wurde, da es sich um eine Einzelprobe handelte,

verzichtet.
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Kritisch betrachtet werden muss die Tatsache, dass es sich bei den untersuchten ECH
um Gentamicin-sensible Erreger handelt. Im Riidenejakulat kann jedoch eine Vielzahl
verschiedener Bakterien gefunden werden (Ling und Ruby, 1978; Johnston, 1991; Bju-
rstrom und Linde Forsberg, 1992; Pesch et al., 2006). So sind beispielsweise 3- haemoly-
sierende Streptokokken und auch andere Keime haufig gegeniiber Gentamicin resistent
(Aurich und Spergser, 2007; Kilburn et al., 2013; Schwarz et al., 2013). So stellt Gentami-
cin zwar einen guten Schutz vor Gram-negativen, aeroben Bakterien dar, als Alleinwirk-
stoff gegen Gram-postive, aerobe Erreger und Anaerobier ist die Wirkungen jedoch we-
niger effektiv (Parlevliet et al, 2011). Welche Gentamicinkonzentrationen fiir solche
resistenten Keime notwendig sind und ob Gentamicin dabei einen geeigneten Wirkstoff
darstellt, miissen weitere Untersuchungen zeigen. Zudem ist zu beachten, dass ein Anti-
biotikum zwar das Wachstum von Kontaminaten verhindern kann, die existierenden

Bakterientoxine jedoch im Sperma verbleiben (Aurich und Spergser, 2007).
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6 Zusammenfassung

Auch in der Hundezucht gewinnt die kiinstliche Besamung an Beliebtheit. Die Fliissig-
konservierung des Spermas verkniipft sehr gute Besamungserfolge mit einer einfachen
und kostengiinstigen Handhabung. Dartiber hinaus bietet sie die Moglichkeit, Samen
kurzzeitig zu lagern und zu versenden und schliefdst damit die Liicke zwischen Frisch-

und kryokonserviertem Sperma.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung verschiedener E. coli var. haem.- und Gentamicin-
konzentrationen auf die Spermaqualitdt und damit auf die Lagerfahigkeit von fliissig-
konservierten Samen vom Riiden untersucht. Zudem sollte gepriift werden, inwiefern
sich bakterielles Wachstum durch die verschiedenen Gentamicinkonzentrationen ver-
hindern bzw. minimieren lasst. Die Ejakulate stammten von 11 Riiden und wurden fir
fiinf Versuchsdurchlaufe gepoolt. Der verwendete CaniPlus Chill® Verdiinner setzte sich
aus vier Chargen mit verschiedenen Konzentrationen (0, 20, 100 und 200 mg/l) von
Gentamicin zusammen. Zu jedem der vier Verdiinner wurden zusatzlich noch zwei E. coli
var. haem.-Konzentrate (500 KBE/ml und 5x 105KBE/ml) inokuliert. Des Weiteren
wurde eine Negativkontrolle ohne weitere Keime angelegt. Diese 12 Testansdtze wur-
den bei 4 °C im Kihlschrank gelagert und im Abstand von 24 h iiber 3 Tage spermatolo-
gisch (%-Lebend/Tot; %-morphologisch verdnderter Spermien; %-membranintakte

Spermien; CASA-Beweglichkeitsparameter) und bakteriologisch untersucht.

Am Tag 0 direkt nach dem Verdiinnen und vor dem Herabkiihlen konnten folgende Wer-
te ermittelt werden: Eine Beweglichkeit von 81,0 *+ 2,4 %, Vorwartsbeweglichkeit von
73,2 £ 2,6 %, Anteil lebender Spermien (Eosin-Ausstrich) von 75,1 # 3,2 %, Anteil mor-
phologisch normaler Spermien (Spermac®-Farbung) von 72,2 + 11,5 % und membran-
defekte Spermien (HOS-Test) von 9,7 £1,0 % (not curled). Insgesamt nahm die Sper-
magqualitat iiber den Untersuchungszeitraum kontinuierlich ab, was sich in einer signifi-
kanten Abnahme bis zu einer Beweglichkeit von 43,2 + 21,5 % und Vorwartsbeweglich-
keit von 34,6 + 20,3 %, eines Anteils lebender Spermien von 43,0 + 13,3 % und memb-
ranintakte Spermien (HOS-Test) von 36,4 + 17,8 % (curled) am Tag 3 und einer Zunah-
me des Anteils an morphologisch verdnderten Spermien, inkl. Kopfkappen von
58,94 * 4,09 % am Tag 3 aufderte. Ferner konnte ein negativer Einfluss der Gentamicin-
konzentration nachgewiesen werden: Testansatze, die mit 200 mg/l Gentamicin versetzt

waren, zeigten eine signifikant starkere Reduktion der Beweglichkeit (12,7 + 8,4 %) und
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Vorwartsbeweglichkeit (4,2 * 4,6 %), des Anteils lebender Spermien (21,5 * 8,1 %) und
membranintakter Spermien (52,0 + 26,4 %). Eine Zunahme morphologisch verdnderter

Spermien oder Kopfkappen (52,0 + 9,0 %) konnte nicht festgestellt werden.

Infolge der verschieden hohen E. coli var. haem.- Konzentrationen manifestierte sich ein
signifikanter Unterschied im Anteil (%) morphologisch verdanderter Spermien, von Tag 0
(BK 0: 20,6; BK 1: 25,4; BK 2: 29,5 %) bis hin zu Tag 3 (BK 0: 38,9; BK 1: 40,5; BK 2:
45,2 %; p = 0,0069).

Die bakteriologische Analyse lief3 eine Verringerung der Keimzahlen in allen Testansat-
zen erkennen. Am deutlichsten stellte sich die Abnahme bei 200 mg/l Gentamicin dar,
wobei nach 24 h nur noch einzelne Kolonien und nach 48 h kein Wachstum mehr nach-
gewiesen werden konnte. Bei 20 mg/] Gentamicin wuchsen in Verbindung mit der ho-
hen E. coli var. haem.-Zugabe am Ende des Versuchs noch 656 KBE/ml, bei 100 mg/I
Gentamicin noch 52 KBE/ml.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Verdiinner mit 100 mg/l Gentamicin im
Vergleich zu den librigen Verdiinnern am besten fiir die Fliissigkonservierung geeignet
war. Er bot eine moderate Keimreduktion, ohne dabei die Spermaqualitiat negativ zu
beeintrachtigen. Inwiefern Gentamicin die Verschlechterung der Samenparameter ver-
schuldete, bleibt unklar, da andere Studien erst bei hoherer Dosis einen Effekt feststell-
ten. Auch in einem Folgeversuch konnte bei 200 mg/l Gentamicin keine Abnahme der
Vitalparameter festgestellt werden, sodass fiir die vorliegende Arbeit auch andere, ver-
diinnerassoziierte Faktoren als Ursache diskutiert werden miissen. Die Inokulation mit
dem E. coli var. haem.-Stamm erbrachte nur eine geringe Abnahme einzelner Qualitats-
parameter und scheint deshalb von untergeordneter klinischer Relevanz. Inwieweit das

auch auf andere Stimme und Serovare zutrifft, wurde bisher nicht untersucht.

Zuletzt bleibt auch ungeklart, in welchem Ausmafs sich die Fertilitat des kiihlkonservier-
ten Ejakulats durch die getesteten Variablen verdndert. So sind weitere Studien notwen-

dig, um auch die Befruchtungsfahigkeit in vivo ndher beurteilen zu kénnen.
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7 Summary

Artificial insemination is gaining more and more popularity in dog breeding. The chilled
semen preservation combines very good insemination results with a simple and cost-
effective handling. In addition, it offers the possibility to store and send semen at short

notice, thus closing the gap between fresh and cryopreserved sperm.

This study investigated the importance of different ECH (E. coli var. haem.) and
gentamicin concentrations on sperm quality and thereby on the storage capacity of
chilled canine semen. In addition, the extent to which bacterial growth can be prevented
or minimized by the different gentamicin concentrations should be examined. The
ejaculates were collected from 11 male dogs and were pooled for a total of five trials.
The CaniPlus Chill extender used was composed of four batches with different
concentrations (0, 20, 100 and 200 mg/1) of gentamicin. Each of the four diluents was
additionally inoculated with two concentrates (500 CFU/ml and 5x 105 CFU/ml) of ECH.
Furthermore, a negative control without bacteria was generated. These 12 test samples
were stored in the refrigerator at 4 °C. The semen was evaluated for % -living/dead; % -
morphologically altered spermatozoa; % -membrane-intact spermatozoa; CASA-
mobility parameters at intervals of 24 hours for 3 days. A bacteriological examination of
the test samples was carried out on the same schedule. On day 0, immediately after
dilution and before cooling down, the following values were determined: mobility of
81.0 + 2.4 %, forward mobility of 73.2 £ 2.6 %, percentage of living spermatozoa (eosin
staining) of 75.1+3.2%, proportion of morphologically normal spermatozoa
(Spermac® staining) of 72.2 £+ 11.5 % and of membrane-defective spermatozoa (HOS
test) of 9.7 + 1.0 % (not curled). Overall, sperm quality decreased continuously over the
study period, resulting in a significant decrease of motility to 43.2 +21.5% and
progressive motility to 34.6 + 20.3 %, the proportion of living spermatozoa of
43.0 £ 13.3 % and membrane-intact spermatozoa (HOS test) of 36.4 + 17.8 % (curled)
on day 3, and an increase in the proportion of morphologically altered spermatozoa,
including detached acrosomes, of 58.9 * 4.1 %. In addition, a negative influence of the
gentamicin concentration could be detected: Samples supplemented with 200 mg/1 of
gentamicin showed a significantly greater reduction in motility (12.7 +8.4 %) and

progressive motility (4.2 + 4.6 %), the percentage of living spermatozoa (21.5 + 8.1 %)
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and membrane-intact spermatozoa (52.0 + 26.4 %). An increase of morphologically

altered spermatozoa or acrosomes (52.0 £ 9.0 %) could not be detected.

Due to the different concentrations of ECH, a significant difference was found in the pro-
portion of morphologically altered spermatozoa (%) from day 0 (BK 0: 20.6; BK 1: 25.4;
BK 2: 29.5) to day 3 (BK 0: 38.9, BK 1: 40.5, BK 2: 45.2) (p = 0,0069). The bacteriological
analysis showed a reduction of the bacteria in all samples. The decrease was most pro-
nounced at 200 mg/I of gentamicin, whereas after 24 hours only single colonies and af-
ter 48 hours no bacterial growth could be detected. At 20 mg/1 of gentamicin in combi-
nation with the high ECH additive, 656 CFU/ml were still grown at the end of the exper-
iment, and 52 CFU/ml at 100 mg/1 of gentamicin.

The results of this work show that the extender with 100 mg/1 of gentamicin was best
for chilled semen preservation compared to the other extenders. It offered a moderate
bacterial reduction without adversely affecting sperm quality. To which extent gentami-
cin was responsible for the deterioration of the sperm parameters remains unclear,
since other studies only detected an effect at a higher concentrations. Also in further
studies no decrease in the vital parameters could be determined at 200 mg/] of gentami-

cin. For that reason, other, extender-associated factors must also be discussed.

Inoculation with the used ECH strain yielded only a slight decrease in single quality pa-
rameters and therefore seems of minor clinical relevance for subfertility. To what extent

this also applies to other bacterial strains and serovars has not yet been investigated.

Finally, it remains unclear as to which degree the fertility of chilled canine semen is af-
fected by the tested variables. Further studies are necessary in order to be able to assess

the fertilization capacity in vivo.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.

ALH

AOC

Aqua dest.

AR

BCF

BHI

BK

bzw.

°C

CASA

CFU

DAP

DCL

DNA

DSL

ECH

et al.

Genta

GLTS

Abbildung

amplitude of lateral head displacement [um] (durchschnittliche seitliche

Kopfauslenkung)

average orientation change of the head (durchschnittlicher Kopf-

Richtungswechsel)

Aqua destillata (destilliertes Wasser)

Akrosomreaktion

beat cross frequency [Hz] (Anzahl seitlicher oszillatorischer Bewegungen)
Brain Heart Infusion (Hirn-Herz-Bouillon)

Bakterienkonzentration

beziehungsweise

Grad Celsius ( Temperatur)

Computer-assisted sperm analysis (Computergestiitzte Spermienanalyse)
colony forming unit (=KBE)

distance average path [um] (Durchschnittsstrecke)

distance curved line [pm] (Kurvenstrecke)

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)

distance straight line [um] (geradlinige Strecke)

Versuchsbaktierium dieser Arbeit: E. coli var. haem (Escherichia coli varia-

tio haemolytica)
et alii (und andere)
Gentamicin

Antibiotikagemisch (Gentamicin, Lincomycin, Tylosin, Spectinomycin)
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HEPES

HOS-Test
i.d.R.

JLU- Gief3en
Kap.

KB

KBE

KGGA

LDL
LHL
LIN

MALDI-TOF

Max.
MES
Min.
Mio.

mM

Nr.

pvp

PTag

PBK

Stunde

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (biochemischer
Puffer)

hypoosmotischer Schwelltest

in der Regel
Justus-Liebig-Universitat Gief3en
Kapitel

Kiinstliche Besamung
Koloniebildende Einheit

Klinik fiir Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der Grof3- und Klein-

tiere mit Tierdrztlicher Ambulanz
Low-density-Lipoprotein
Landesbetrieb Hessisches Landeslabor
(VSL/VCL) linearity [%] (Linearitat)

Massenspektrometrie: Matrix-assistierte Laser-Desorption-lonisierung

mit Flugzeitanalyse (time of flight).
Maximum
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (biochemischer Puffer)
Minimum

Millionen

Millimol

Anzahl

Nummer

probability (p-Wert /Signifikanzwert)
p-Wert fiir ,Haupteffekt Verdiinner
p-Wert fiir ,Haupteffekt Zeitverlauf”

«

p-Wert fiir ,Haupteffekt Bakterienkonzentration’
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Pxy

PBS
pH
ROS
SD
Staph.
STR
Strep.
Tab.

TES

TG-Sperma
TRIS
VAP

VCL

VD

%
VSL

WOB

>

z.B.

Zp

p-Wert filir Zweifachwechselwirkung (T = Zeitverlauf, V =Verdiinner,

B = Bakterienkonzentration)

phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlosung)

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Konzentration
reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)

standard deviation (Standardabweichung)

Staphylococcus

(VSL/VAP) straightness [%] (Geradlinigkeit)

Streptococcus

Tabelle

2-((1,3-Dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl)amino)ethane-

sulfonsaure (biochemischer Puffer)

Tiefgefriersperma

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

velocity average path [um/sec] (mittlere Streckengeschwindigkeit)

velocity curved line [um/sec] (Geschwindigkeit Uiber die tatsachlich zu-

riickgelegte Bahn)

Verdiinner (CaniPlus Chill® Verdiinner)mit bzw. ohne Gentamicin (VD 4:

200 mg/1, VD 3: 100 mg/1, VD 2: 20 mg/1, VD 1 0 mg/1 Gentamicin)
Volumenprozent

velocity straight line [um/sec] (lineare Geschwindigkeit)

(VAP/VCL) wobble [%] (kurvilineare Strecke um die mittlere Strecke)
arithmetischer Mittelwert

zum Beispiel

Zona pellucida

159



9.2 Ergebnistabellen

Tabelle 16: Anteil morphologisch verdanderter Spermien (in %) (Mittelwerte (X)
und Standardabweichung (SD) der Versuchsdurchaufe, n =5, Einfach-
messung einer Probe) bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen
(BK) und Gentamicinkonzentrationen im Verdiinner (VD) zum Zeit-
punkt 0; dabei enthdlt VD 1 =0 mg/], VD 2 =20 mg/l, VD 3 =100 mg/I
und VD 4 = 200 mg/]1 Gentamicin; BK 0 = 0 KBE/ml, BK 1 =500 KBE/ml
und BK 2 = 5x 10> KBE/ml zugegebene ECH

Abgeloste Verédnderte
Schiefe Kappen Halsverdanderungen | Geifdelveranderung | Lose Kopfe
BK VD | Kappen Kappen
% +SD % +SD % +SD | % +SD % +SD % +SD

0 1 [300 367 (038 0,48 2,13 1,03]0,75 0,29 6,00 3,76 213 1,11

1 1 |450 701 [038 0,48 3,88 2,292,00 1,96 9,63 8,39 2,50 2,04

2 1 (363 342 |063 0,48 450 2,482,225 0,65 8,25 5,75 2,50 1,91

0 2 [350 412 |030 0,27 3,10 1,92(0,90 0,74 10,00 568 1,40 0,65

1 2 |450 649 |080 0,76 6,20 3,77 | 1,40 0,82 11,60 943 3,70 2,64

2 2 (370 524 [040 0,65 560 4,80 1,50 1,00 1540 1251 |290 2,36

0 3 240 238 [040 0,22 570 4,37 1,10 0,74 8,30 7,22 2,00 1,70

1 3 (240 233 080 0,57 4,80 2,20 (1,10 0,65 1230 8,63 2,20 1,57

2 3 (280 370 (030 0,45 6,30 4,96 | 2,20 1,79 1510 11,21 [340 2,79

0 4 [350 565 [090 0,22 4,60 2,79 1,30 1,30 11,20 858 2,40 1,02

1 4 |410 587 |030 0,27 3,30 2,05(0,90 1,47 1290 9,93 2,10 2,07

0 1 [390 399 [1,00 0,35 490 3,31(2,00 2,12 1620 11,58 [3,10 3,09

BK VD

Plasmatropfen | Gesamtpathomorph.

X

+SD X +SD

Ok O NP O NP ODNRRO
=R R W W W NN N R

0,38
1,00
0,38
0,30
0,40
0,20
0,50
0,50
0,90
0,40
0,30
0,30

048 |[14,75 7,24
1,68 |23,88 14,74
0,25 (22,13 10,21
045 (19,50 8,43
0,42 |28,60 12,83
0,45 |29,70 16,46
0,35 (2040 9,46
0,50 |24,10 11,19
0,55 (31,00 13,34
0,55 |[24,30 9,13
045 [2390 10,03
0,27 |31,40 14,41
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Tabelle 17:

Ergebnisse der CASA-gemessenen Parameter (DAP, DCL, DSL, VAP, VCL,
VSL, STR, LIN, WOB, ALH und BCF) (Mittelwerte (X) der Versuchs-
durchaufe, n =5, 8-fach Messung einer Probe) bei unterschiedlichen
Bakterienkonzentrationen (BK) und Gentamicinkonzentrationen im
Verdiinner (VD) dabei VD 1 =0 mg/],
VD2=20mg/l, VD3=100mg/l und VD 4 =200mg/l Gentamicin;
BK 0 =0KBE/ml, BK1=500KBE/ml und BK 2 =5x 10> KBE/ml zuge-

im Zeitverlauf; enthalt

gebene ECH.

DAP DCL DSL VAP VCL VSL
Tag BK VD

X +SD | +SD | % +SD | % +SD | +SD | +SD
0 0 1 [4207 7,76 |6476 957 [3493 758 |9861 17,33 [151,33 21,17 [8220 1691
0 0 2 [4308 736 |6646 852 |3541 823 |101,17 1588 |15557 18,14 83,44 18,17
0 0 3 [4397 782 |[6738 665 [3670 918 |10355 16,35 |158,17 12,59 |86,70 19,86
0 0 4 [4121 358 [6637 329 [3400 474 |9577 733 |1538 726 |7915 951
0 1 1 |4263 617 [6849 716 [3502 671 |10046 13,54 | 160,96 1561 82,72 14,69
0 1 2 |4306 699 |6888 689 [3575 7,68 |101,83 17,59 |162,05 1557 | 84,77 1888
0 1 3 |4336 674 |6817 646 |3579 795 |10244 14,63 |160,7 1331 |8476 17,57
0 1 4 [3712 467 [6850 734 |2910 585 |8638 10,57 |15837 13,60 | 67,87 13,49
0 2 1 |4340 824 |[6795 847 |[3575 881 |10192 1814 |159,22 1823 |84,14 1942
0 2 2 |4400 626 |[6889 561 [3664 738 |10375 1449 |162,13 12,92 86,62 16,80
0 2 3 [4305 649 |[6771 636 |3511 681 |101,89 1448 |159,75 13,89 8345 1521
0 2 4 (3833 456 (6596 6,26 |31,18 475 |90,67 10,61 |15547 14,06 | 73,90 10,66
1 0 1 [3719 606 [91,77 1794|2569 506 |8491 11,83 [207,81 3597 58,63 9,95
1 0 2 (3803 520 |91,67 1413|2655 524 [8839 1026 |211,35 2843 |61,62 10,58
1 0 3 [3927 748 [9201 16052869 893 |9061 1536 [210,78 33,03 | 66,12 19,06
1 0 4 (31,17 588 |7640 13,64 20,70 3,78 |71,19 14,35 |172,99 32,12 |47,27 9,25
1 1 1 [3610 473 |8816 14,49 [2450 4,65 (8328 11,66 |201,92 34,58 | 5643 11,06
1 1 2 (383 443 |9356 12,24 27,08 445 |[8955 9,67 |217,04 2582 |63,32 998
1 1 3 [3694 452 (883 10,24 2553 524 (8623 9,50 |204,08 20,54 |59,70 11,66
1 1 4 (2871 722 |6967 1688|1868 4,64 |6520 17,44 |156,82 39,95 [ 42,51 11,09
1 2 1 |3354 544 [8052 1817|2255 3,56 |77,18 1241 [183,73 39,31 [51,97 8,60
1 2 2 [3610 554 |8564 1371|2442 4,84 |[84,02 13,05 |197,88 31,66 |5684 11,48
1 2 3 [3690 583 |[8765 1493|2486 587 |86,15 1345 [20281 33,14 [5812 13,80
1 2 4 [3040 4,17 |7318 11351977 2,6 |6932 9,71 |16566 24,95 |4509 6,08
2 0 1 [31,28 11,82 |7878 3664|2022 711 |7050 2510 |17545 78,88 4576 14,70
2 0 2 [3459 574 |8556 1858|2240 3,54 |[79,13 12,33 |193,95 40,22 |51,22 7,56
2 0 3 [3421 464 (8541 157 [21,98 296 |7959 10,16 |196,70 34,48 |51,13 6,40
2 0 4 [1776 299 |4028 7,65 [11,65 208 [40,00 7,52 |89,08 1861 |2652 5,02
2 1 1 |31,12 1156 [7627 362 |2097 744 |71,87 2640 |174,48 82,53 |4843 16,64
2 1 2 |3487 605 (8514 19,07 [2294 426 |8045 1345 [194,66 42,18 |52,88 9,26
2 1 3 [3526 641 (8827 2101|2325 485 |81,01 144 201,02 47,19 |5334 10,63
2 1 4 |1467 862 |[328 1955[990 58 [3358 1991 [73,70 44,37 [22,89 135
2 2 1 (3257 983 (8190 3111|2128 751 |73,21 21,18 |182,34 67,70 |47,92 1597
2 2 2 |3376 444 8142 1192 (2248 335 |[7859 1037 |18811 27,83 5230 781
2 2 3 |3487 581 (8383 18302393 559 |7981 12,18 190,50 39,90 |54,66 11,71
2 2 4 |2046 394 4642 9,19 |13,63 232 (4588 9,73 |102,87 22,29 |30,68 594
3 0 1 [2593 970 |5954 2827|1704 505 |[60,01 19,11 |13544 59,64 |39,77 9,07
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3 0 2 [2537 6,08 59,80 16,58 | 16,65 3,29 57,23 13,78 | 133,09 36,8 |37,75 7,46
3 0 3 [2889 594 |69,39 18,10 18,78 3,62 6548 13,55 | 155,76 40,37 | 42,68 8,15
3 0 4 111,18 6,28 18,88 10,86 | 8,45 4,76 26,36 15,18 | 43,49 2559 [20,18 11,45
3 1 1 27,59 1047 |61,76 3025|1828 5 64,9 25,45 | 144,24 71,00 (42,83 12,17
3 1 2 (2942 587 68,56 15,82 (18,72 2,78 67,18 12,79 |155,10 34,91 (4295 5,89
3 1 3 [3125 731 76,04 20,82 |20,09 4 71,6 16,04 |172,33 46,27 | 46,26 8,57
3 1 4 1993 6,11 15,75 11,30 | 7,54 4,5 24,33 15,27 |37,58 27,18 | 18,75 11,48
3 2 1 [2923 1262 |66,70 3559|1924 6,45 68,65 22,65 | 152,09 71,97 | 46,05 9,58
3 2 2 13033 4,78 71,80 1398|1955 2,82 70,64 11,57 | 165,73 31,94 | 4558 647
3 2 3 3093 5,28 73,31 14,22 |20,19 3,6 70,22 12,68 | 165,14 33,46 | 4586 8,62
3 2 4 114,77 2,65 28,59 987 |10,76 2,38 36,47 6,72 67,35 18,78 |27,15 7,88
STR LIN WOB ALH BCF
Tag BK VD
X +SD | X +SD X +SD X +SD X +SD
0 0 1 0,83 0,04 |0,54 0,06 0,65 0,05 543 0,60 24,93 3,07
0 0 2 0,81 0,06 |0,53 0,07 0,64 0,04 566 0,70 24,40 2,59
0 0 3 0,82 0,07 |0,54 0,09 0,65 0,06 556 0,70 24,38 2,82
0 0 4 0,82 0,06 |0,51 0,06 0,62 0,04 540 0,84 23,97 2,39
0 1 1 0,82 0,06 |0,51 0,05 0,62 0,03 573 0,79 24,03 2,06
0 1 2 0,82 0,06 |0,52 0,07 0,62 0,06 564 0,67 23,80 1,88
0 1 3 0,82 0,06 |0,52 0,07 0,63 0,04 572 0,69 24,35 2,15
0 1 4 0,77 0,07 0,43 0,09 0,55 0,08 593 049 23,35 1,46
0 2 1 0,81 0,05 |0,52 0,07 0,63 0,04 565 0,60 238 2,23
0 2 2 0,82 0,06 |0,53 0,07 0,63 0,04 572 061 24,35 1,81
0 2 3 0,81 0,05 |0,51 0,06 0,63 0,04 552 1,05 25,13 3,46
0 2 4 0,81 0,04 |0,47 0,03 0,58 0,02 569 041 24,66 2,04
1 0 1 0,69 0,04 |0,28 0,02 0,41 0,02 744 0,65 22,74 0,68
1 0 2 0,69 0,07 0,29 0,03 0,42 0,02 7,61 0,69 23,19 1,09
1 0 3 0,71 0,01 |0,31 0,06 0,42 0,03 7,24 1,05 24,16 2,14
1 0 4 0,66 0,01 0,27 0,02 0,41 0,02 6,37 1,64 2391 3,48
1 1 1 0,67 0,05 |0,27 0,02 0,41 0,02 7,32 0,93 23,18 1,53
1 1 2 0,70 0,04 0,29 0,03 0,41 0,02 7,68 041 23,50 1,14
1 1 3 0,68 0,06 |0,29 0,04 0,42 0,02 7,60 0,55 23,15 1,13
1 1 4 0,65 0,02 0,27 0,01 0,41 0,03 580 1,66 22,76 0,57
1 2 1 0,67 0,04 |0,28 0,04 0,42 0,04 7,00 1,13 22,88 0,62
1 2 2 0,67 0,04 0,28 0,03 0,42 0,02 746 0,59 22,51 0,58
1 2 3 0,66 0,07 0,28 0,04 0,42 0,02 747 0,54 22,59 0,85
1 2 4 0,65 0,01 (0,27 0,02 0,42 0,02 6,12 1,21 23,76 2,72
2 0 1 0,66 0,04 |0,28 0,07 0,42 0,08 6,84 1,93 20,54 3,57
2 0 2 0,64 0,02 |0,26 0,02 0,41 0,02 721 0,87 22,13 0,65
2 0 3 064 002 |0,26 0,02 0,4 0,03 7,55 0,75 22,02 0,97
2 0 4 0,66 0,02 |0,30 0,04 0,45 0,04 3,78 0,95 20,89 293
2 1 1 0,68 0,06 |0,31 0,12 0,45 0,12 6,85 1,90 21,56 2,12
2 1 2 0,65 0,03 0,27 0,02 0,41 0,02 741 1,09 22,51 1,10
2 1 3 0,65 0,03 |0,26 0,02 0,41 0,03 7,36 1,12 22,34 0,89
2 1 4 0,54 0,30 0,25 0,14 0,36 0,21 3,20 1,97 18,01 10,43
2 2 1 0,64 0,04 |0,26 0,02 0,41 0,05 6,78 1,59 22,12 1,50
2 2 2 0,66 0,02 0,27 0,01 0,41 0,01 7,32 0,75 22,53 0,76
2 2 3 0,67 0,06 |0,28 0,03 0,42 0,03 7,24 0,73 22,65 1,73
2 2 4 0,67 0,04 |0,30 0,03 0,44 0,02 4,27 094 23,76 2,08
3 0 1 0,69 0,13 |0,36 0,21 0,50 0,18 583 1,53 19,71 6,51
3 0 2 0,66 0,05 0,29 0,06 0,43 0,05 523 1,27 22,32 1,78
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3 0 3 0,65 0,02 |0,28 0,03
3 0 4 0,61 0,34 0,37 0,22
3 1 1 0,70 0,16 |0,42 0,33
3 1 2 064 004 |0,28 0,03
3 1 3 0,65 0,04 |0,27 0,03
3 1 4 0,62 0,35 |0,42 0,25
3 2 1 0,70 0,13 |0,39 0,26
3 2 2 0,64 0,02 0,27 0,02
3 2 3 0,65 0,01 |0,27 0,01
3 2 4 0,73 0,11 |0,43 0,21

0,42 0,03 599 1,52 23,39 2,58
0,48 0,28 3,23 1,97 12,77 8,04
0,54 0,26 6,19 1,63 18,12 10,18
0,43 0,03 6,08 1,26 22,51 1,62
0,42 0,02 6,51 1,39 22,47 1,50
0,54 0,32 295 1,66 17,25 10,91
0,52 0,22 6,61 194 19,29 8,06
0,42 0,02 6,50 0,97 22,57 1,12
0,42 0,02 6,24 1,14 22,51 1,17
0,56 0,18 390 1,05 17,78 2,77

9.3 Einstellungen des SpermVision™-Systems

SpermVision Version
Einstellung:
Lichtintensitat:
Motilitatsanalyse

- Sichtfeldtiefe:

- Pixel zu pm Verhaltnis:
- Zellerkennung:

- Bewertungsvorraussetzungen:

- Punkte bei der Spermienbewegung:

- Level 1-Klassifizierung:

- unbewegliche Spermien:

- lokalbewegliche Spermien:

- vorwartsbewegliche Spermien:
- Level 2-Klassifizierung:

- hyperaktive Spermien:

- lineare Spermien:

- nicht lineare Spermien:

3.5.6.2 (07.2009)
RUDE p60075,b10035

80-110

20 pm

168 zu 100

20 bis 60 pm?

4000 Spermien oder 8 Felder

11

AOC<9,5°
DSL < 6,0 pum

AOC 2 9,5° und DSL 2 6,0 pm

VCL > 118 pm/s, ALH > 6,5 um und
LIN<0,5
STR> 0,9 und LIN > 0,5

STR<0,9und LIN 0,5
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- kurvilineare Spermien: DAP/Radius 2 3 und LIN < 0,5

9.4 Chemikalien und Gerate

9.4.1 Losungen, Medien und Chemikalien

e C(CaniPlus Chill, Konservierungsmedium fiir Frischsamen Hund, 20 ml, Ref Nr.
13700/0030; Minitiib GmbH 84184 Tiefenbach

e CaniPlus Chill, Konservierungsmedium fiir Frischsamen Hund, 20 ml, Sonderan-
fertigung; Aufragsnummer B141713, Minitiib GmbH 84184 Tiefenbach

e C(CaniPlus Enhance, Medium fiir die Hundebesamung, 20 ml, Ref Nr. 13700/0031;
Minitiib GmbH 84184 Tiefenbach

e Spermac Set, Farbelosungen fiir Morphologie, 4 x 50 ml, REF. 15405/0000; Mi-
nititb GmbH 84184 Tiefenbach

e Brain Heart Infusion Broth, 10 ml, TV5090E; Oxoid Deutschland GmbH, 46467
Wesel)

e Buffered Peptone Water, 9 ml, TV5013D; Oxoid Deutschland GmbH, 46467 We-
sel)

e Blut-Agar (Basis): Artikelnummer 1.10328.0500/5000; Merck KGaA, 64293
Darmstadt

e Gassner-Agar(Basis): Artikelnummer 1.01282.5000; Merck KGaA, 64293 Darm-
stadt

e Natriumzitrat (tri-Sodium citrate dihydrate powder EMPROVE® ESSENTIAL;
Merck KGaA; 64293 Darmstadt)

e Eosin-B (Eosin B (bluish) (C. .45400) for microscopy Certistain®; Merck KGaA;
64293 Darmstadt)

e Fruktose (D(-)-Fructose EMPROVE® ESSENTIAL; Merck KGaA 64293 Darmstadt)
e Laktose, (Artikelnummer: 8921; Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe)
e Saccharose, (Artikelnummer: 9286; Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe)

e Maltose, (Artikelnummer: 8951; Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe)
e Magermilch, (Entrahmte Milch 0,1% Fett) Schwalbchen-Molkerei Jakob Berz AG,
65307 Bad Schwalbach
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9.4.2 Gerate, Instrumente und Verbrauchsmaterialien

e Injektionsflaschen 2R, Art.Nr.: 127572, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH; 37520 Osterode am Harz

e Zahlkammer "Standard Count" 20 um, 4 Zahlbereiche, (Leja), REF. 12050/0300;
Minitiib GmbH 84184 Tiefenbach

e Eppendorf-Reaktionsgefafde, 3810X, Eppendorf AG, 22339 Hamburg

e epT.LLP.S.® Standard Pipettenspitzen, 0,5 - 20 uL / 2 - 200 pL / 50 - 1000 pL /
0,5 - 10 mL; Eppendorf AG, 22339 Hamburg

e Pipettenspitze Best.Nr.: 70.1116 / 70.760.001 / 70.762, Sarstedt AG & Co; 51588
Nimbrecht

e Impfose, 1 puL, Art.-Nr.: 731101; Greiner Bio-One GmbH, D-72636 Frickenhausen

e Petrischale, PS, 94/16 mm Art.-Nr.: 632181; Greiner Bio-One GmbH, D-72636
Frickenhausen

e BD Falcon™ Conical Tube, 15ml, bd biosciences, 69126 Heidelberg

e Objekttrager ELKA, Kanten geschnitten, 76 x 26 mm, Best-Nr.: 42400010; Karl
Hecht GmbH & Co KG, 97647 Sondheim v. d. Rhon

e Deckglaser Starke 1, 15 x 15 mm, Best-Nr.: 41000106; Karl Hecht GmbH & Co KG,
97647 Sondheim v. d. Rhon

e Neubauer-Zihlkammer, Art.Nr.: 1080355; Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH,
21031 Hamburg

e Eppendorf Reference® Einkanal-Pipetten, 2 - 20 uL / 100 - 1000 pL / 20 - 200
uL /1 -10 ml; Eppendorf AG, 22339 Hamburg
Rainin Pipet-Lite LTS, Einkanal-Pipette, 0,5 - 10 pL, Mettler-Toledo GmbH, 35396

e H 500, Mikroskop, Helmut Hund GmbH; 35580 Wetzlar

e CME, Mikroskop, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 35578 Wetzlar

e HT 200, Warmeplatte, Helmut Hund GmbH; 35580 Wetzlar

e WNB 45, Warmebad, Memmert GmbH + Co. KG; 91126 Schwabach

e KD 14505 Kiihlschrank; Miele & Cie. KG, 33332 Giitersloh

e PJ 300, Waage, Mettler-Toledo GmbH, 35396 Giefden
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e Assistent Counter AC-15, Karl Hecht GmbH & Co KG; 97647 Sondheim
e EasySpiral® Dilute, Spiralplattierer, Interscience; 78860 Saint Nom, France
e Brutschrank IN750, Memmert GmbH + Co. KG; 91126 Schwabach

e Microflex™ LRF, Massenspektrometer, Bruker Cooperation; MA 01821 Billerica,
USA

CASA-System:
e Software : Spermvision™ 3.5.6.2 (Minitiib GmbH 84184 Tiefenbach), Windows XP

Professional

e Mikroskop: Olympus BX41 Okular (10 x), Phasenkontrastobjektiv (UPlanFINH
20x/0.50 Ph1), Digitalkamera (XM10) (Olympus Deutschland GmbH, 20097
Hamburg)

e PC: Pentium® 4 Prozessor (2,26 GHz,) 1 GB RAM, HDD: 40 GB

9.4.3 Herstellungsangaben selbst hergestellter Losungen

Eosin-Farbelosung (Hoffmann, 2003)

- 100ml Aqua dest.
- 3g Natriumzitrat

- 2gEosin-B
Hypoosmotische Losung (Hoffmann, 2003)
- 100ml Aqua dest.

- 0,735g Natriumzitrat
- 1,351g Fruktose

Gefrierschutzmittel fiir die ECH (Martin Senz, 2012), modifiziert

- 158ml Aqua dest.
- 8g Laktose

- 8gSaccharose

- 8g Maltose

- 18g Magermilch
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http://www.memmert.com/de/produkte/brutschrank-inkubator/brutschraenke-inkubatoren-modelle/model/IN750/
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