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1. Zusammenfassung

Bei der Entwicklung von Kulturmedien, die mit Spermien in Kontakt kommen, wird 

deren Einfluss auf das biologische Material nach einer definierten Kontaktzeit mittels 

Parameter wie z.B. Spermienmotilität getestet. In dieser Bachelorarbeit wird zunächst 

eine neue Zählmethode für Spermien eingerichtet, da es Fehleranfälligkeiten bei der 

manuellen Zählung gibt und diese verringert werden sollen. Diese Methode nennt 

sich CASA-Methode (Computer Assisted Sperm Analysis). Im Anschluss wird über-

prüft,  ob mit  CASA der  Einfluss  mittels  Literaturrecherche ausgewählter  Faktoren 

(pH-Wert, Antioxidantien und Viskosität) auf die Qualität von Spermaproben ermittelt 

werden kann. Dafür werden praxisnahe Methoden (HOS- und Eosin-Test) und manu-

elle Grundparameter (Motilität, Volumen und Zellzahl) genutzt, die den Einfluss abbil-

den können. Hierbei muss jedoch berücksichtigt werden, dass die ausgewählte CA-

SA-Software (ImageJ (Version: 1.54p) und TrackMate von Fiji) ein OpenSource-Pro-

gramm ist, weshalb aufgrund fehlender Versionssicherheit nur zeitgleich prozessierte 

Kontroll-Test-Kombinationen verwendet werden. 

Durch eine quantitative Studie mit 16 Proben, von denen 5 zur Methodenethablie-

rung und 8 zum Test zweier Probemedien genutzt wurden, wurde festgestellt, dass 

sich durch die CASA-Methode Proben analysieren lassen.  3 Proben wurden auf-

grund abgeänderter Methodik nicht in die Auswertung einbezogen. So lagen normali-

siert 77,94 % der Messwerte im Toleranzbereich (± 15 %) und 88,89 % der 13 getes-

teten Proben zeigten bei manueller Zählung und CASA eine ähnliche Motilitätsverän-

derung durch die ausgewählten Probemedien. CASA ist im Vergleich zur manuellen 

Zählung mit mehr Zeitaufwand verbunden. 
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2. Einleitung

In der Reproduktionsbiologie ist die Qualität von Spermien ein entscheidender Faktor 

und wird durch eine Vielzahl an Methoden bestimmt. Sie ist  fundamental,  um die 

korrekte Behandlung für jeden Patienten zu finden. So bestimmt die Qualität  von 

Spermien  die  beste  künstliche  Befruchtungsmethode  (ICSI  oder  IVF),  um  die 

Chancen  auf  einen  vitalen  Embryo  zu  maximieren.  Auch  deshalb,  weil  die 

Eierstockpunktion für die Frau Stress und Schmerzen bedeutet, ist es wichtig, diesen 

Vorgang nur einmal durchführen zu müssen. 

Die Qualität von Spermien wird anhand einiger, von der WHO festgelegter, Kriterien 

beurteilt.  Diese Kriterien wurden anhand einer  langjährigen,  quantitativen Studie [1] 

entwickelt  und  2021  das  letzte  Mal  reevaluiert.  Sie  dienen  als  untere 

Referenzgrenze, die als das 5. Perzentil aller Studienteilnehmer definiert ist. Anders 

ausgedrückt liegen 95% der fruchtbaren Probanden oberhalb dieser Werte  und alles 

unterhalb  dieser  Schwellwerte  liegt  unterhalb  der  Norm  und  kann  auf  eine 

eingeschränkte Fertilität hinweisen.

Tabelle 1: Übersicht der Kriterien zur Beurteilung der Spermaqualität.

Einflussfaktor Schwellwert

Ejakulatvolumen ≥ 1,4 mL

Spermienkonzentration ≥ 16 ∙ 106/mL Spermien

Gesamtspermienzahl ≥ 39 ∙ 106 Spermien

Motilität ≥  42  %  motil,  davon  ≥  30%  progressiv  beweglich 

(vorwärtsbeweglich)

Morphologie ≥ 4 % nach Krüger-Kriterium normal geformt (also keine 

Deformationen an Kopf, Mittelstück und Schwanzteil)*

Vitalität ≥ 54 % lebensfähig
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Um die Qualität der zum Zwecke der künstlichen Befruchtung ejakulierten Spermien 

zu erhalten, gibt es in der Reproduktionsbiologie eine Vielzahl an Kulturmedien. Eine 

Anwendung außerhalb ihren biologischen Milieus ist  ein  Einfriermedium, das den 

Einfriervorgang einer Samenspende unterstützt, die ein Proband beispielsweise vor 

einer Sterilisation abgibt, um im Zweifelsfall doch noch die Möglichkeit zu besitzen zu 

einem späteren Zeitpunkt Kinder zu zeugen. Um die Spermien für einen Befruch-

tungsprozess vorzubreiten, müssen die Spermien möglichst bald nach dem Auftauen 

vom Seminalplasma, dem Einfriermedium und den darin enthaltenen Kryoprotektiva 

isoliert werden. Diese Kryoprotektiva unterstützen bei kurzer Einwirkzeit den Einfrier-

vorgang durch fehlende Eiskristallbildung, sind jedoch bei längerer Einwirkzeit nach 

dem Auftauen und einer  erhöhten Temperatur  toxisch.  Bei  frischen Proben ist  es 

ebenfalls notwendig das Seminalplasma aufgrund seines negativen Einflusses auf 

Spermien von diesen zu trennen[2-5]. Dies geschieht durch Wasch- oder Haltemedien.

Diese Kulturmedien[6] haben bestimmte Inhaltsstoffe und physikochemische Eigen-

schaften,  die  möglichst  die  physiologischen Bedigungen nachbilden sollen,  die  in 

weiblichen Geschlechtsorganen vorliegt. 

Tabelle 2: Übersicht wichtiger Inhaltsstoffe von Kulturmedien.

Inhaltsstoff/Eigenschaft Konzentration Nachbildungsbedingung

pH-Wert 7,2 - 7,4 Zervixflüssigkeit

Osmolarität 270 – 290 mOsm/kg Plasma

Temperatur 37 °C Körpertemperatur

Bikarbonat 20 – 25 mM Löst  Kapazitationssignale 
aus

Kalzium 1,8 – 2,5 mM Flagellenbewegung  und 
Akrosomreaktion

Natrium Physiologische Konzentration Elektrolytgleichgewicht

Kalium Physiologische Konzentration Elektrolytgleichgewicht

Chlorid Physiologische Konzentration Elektrolytgleichgewicht

Glukose,  Pyruvat, 
Laktat

Energiequelle,  vers. 
Konzentrationen

Analoge 
Eileiterflüssigkeitssubstrate

Antioxidantien (HSA) 3 – 10 mg/mL Schutz  vor  oxidativem 
Stress
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Es wurde sich auf den Einfluss der Viskosität, des pH-Werts und von Antioxidantien 

konzentriert, indem diese in normalem HEPES-Puffer, einem auf HTF basierenden 

Puffer, der aber CO2-unabhängig ist, verändert wurden. Diese Verändungen traten in 

zwei Lösungen auf, um zu erörtern, ob beide Zählmethoden diese erkennen können. 

• pH-Wert: Ein saurer pH-Wert (> 6,2) hat einen deutlichen negativen Einfluss 

auf  die  Motilität,  die  Kapazitation  (also  die  strukturelle  Veränderung  der 

Spermien, die zur Befruchrung der Eizelle nötig sind) und die Hyperaktivierung 

(die  Erhöhung  der  Flagellenbewegung  um  in  die  Eizelle  einzudringen) 

aufgrund  von  Inhibierung  von  CatSper,  einem  Kalziumionenkanal,  der  die 

Hyperaktivierung  durch  einströmendes  Kalzium ermöglicht,  und  Na+/K+-

ATPase, die den Ionengradienten dafür und den pH i erhält[7-10]. Ist der pH-Wert 

oberhalb  von  8,  so  wurde  eine  erhöhte  Hyperaktivität  beobachtet[11],  diese 

scheint  den  Energiehaushalt  jedoch  zu  überfordern,  woraus  eine  erhöhte 

Immotilität resultiert, die sich aber nicht auf die Vitalität auswirkt[12, 13].

• Antioxidantien:  Sie  schützen  vor  ROS,  die  in  größeren  Konzentrationen 

oxidativen  Stress,  DNA-Schäden  und  Bewegungseinschränkungen 

hervorrufen können, für die Zellen in geringem Maße für Kapazitation aber 

wichtig  sind[14,  15].  Oxidativer  Stress  führt  zu  Membranschädigung  durch 

Lipidperoxidation, da diese einen hohen Anteil an  ungesättigten Fettsäuren 

besitzt,  welche  schnell  mit  Sauerstoff  reagieren[16].  In  definierten 

Konzentrationen  können  Antioxidantien  die  Reduktion  der  Motilität  auch 

längerfristig  (>  24  Stunden)  verringern[17].  Eine  zu  hohe  Konzentration  an 

Antioxidantien kann jedoch zu „reduktivem Stress“ führen, der wiederum ROS 

generiert und dadurch den oxidativen Stress erhöht[18].

• Viskosität: Die Viskosität beeinflusst die Beweglichkeit der Spermien abhängig 

davon,  ob  eine  newtonsche  (bspw.  Wassser)  oder  eine  nicht-newtonsche 

Flüssigkeit  vorliegt[19]  und  wie  viskos  das  Medium  grundsätzlich  ist[20]. 

Zusätzlich  entscheidend  ist,  in  welchem  Stadium  (vor  oder  nach  der 

Kapazitation) sich das Spermium befindet und welche Motilität es in erhöht 
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viskosen Medien besitzt[21]. Auch hier gilt, dass eine erhöhte Viskosität einen 

erhöhten  Energieverbrauch  bedeutet  und  dieser  wiederum  eine  geringere 

Motilität  zur  Folge  hat[22].  Diese  Betrachtung  ist  wichtig,  da  im  weiblichen 

Genitaltrakt unterschiedlich viskose Körperflüssigkeiten vorliegen[6, 23].

Um diese möglichen Einflüsse zu messen, werden mehrere Methoden angewendet, 

die unterschiedliche Parameter überprüfen. 

• Eosin-Nigrosin-Färbung:  Diese  Färbemetho-

de  basiert  auf  der  Farbstoffausschluss-Me-

thode, bei der die Integrität der Zellmembran 

der wichtigste Faktor ist. Ist die Zellmembran 

beschädigt kann der rötliche Farbstoff Eosin 

in die Zelle eindringen und färbt sie rot. Falls 

die  Zellmembran  intakt  ist,  bleibt  sie  weiß. 

Um die Färbung besser erkennen zu können, 

wird der Farbstoff Nigrosin hinzugefügt, welcher den Hintergrund verdunkelt 

und somit einen besseren Kontrast herstellt. Dadurch kann man deutlicher die 

gefärbten und ungefärbten Spermien identifizieren[1]. 

• Hypoosmotischer Schwelltest: Der hypoosmotische Schwelltest ist ein Nach-

weis der Membranfunktionalität[1, 24]. Hierbei wird die Zelle in einer hypoosmoti-

schen Lösung für 30 Minuten in-

kubiert  und im Anschluss in coi-

led  und  uncoiled  differenziert. 

Zwar zeigt sich aufgrund der os-

motischen  Fähigkeiten  einer  in-

takten Membran ein Anschwellen 

(coiling)  schon  nach  5  Minuten, 

die  Flagellenformen  sind  jedoch 

erst nach 30 Minuten stabil[1].  
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Abbildung 1: Darstellung von Spermien nach dem 
hypoosmotischen Schwelltest. 1: Uncoiled 
Spermienzelle. 2 und 3: Unterschiedliche coiled 
Spermienzellen. Quelle: Eigenes Foto.

Abbildung 2: Unterschied einer durch 
den Eosin-Test gefärbten Zelle (links) 
und einer ungefärbten Zelle (rechts). 
Quelle: Eigenes Foto.



• Manuelle Zählung: Es werden pro Probe immer zweimal 200 Spermien ge-

zählt, in motil und immotil unterschieden und ein Mittelwert gebildet [1]. Dadurch 

werden die Qualitätskriterien der Gesamtzellzahl, Spermienkonzentration und 

Motilität evaluiert. Eine motile Zelle wird in dieser Bachelorarbeit als eine Zelle 

definiert, die sich grundsätzlich bewegt, egal wie. Es wird nicht in progressiv 

und nicht-progressiv unterschieden. Eine immotile bewegt sich nicht.

• CASA: CASA ist eine weitere Methode zur Evaluierung der Qualitätskriterien 

der Gesamtzellzahl, Spermienbeweglichkeit und Spermienkonzentration. Die 

Morphologie als Qualitätskriterium wird in dieser Bachelorarbeit nicht beurteilt 

und wurde auch als nicht korrelierend[25] dargestellt. Ein weiterer Nachteil eini-

ger CASA-Systeme kann das nicht Erkennen von atypischen Proben und Mor-

phologiemustern sein[26] oder die Anwesenheit von Zelltrümmern und der Vari-

abilität der Spermienkonzentration[27]. Vorteilhaft ist, dass einige CASA-Anwen-

dungen  standardisiert  sind,  eine  bessere  Reproduzierbarkeit  aufweisen [28], 

präziser sind und beim Personal Fehler reduzieren können[26]. Unsere CASA-

Methode bedient sich jedoch einer OpenSource- und keiner kommerziell ge-

nutzten Software zur Auswertung der Motilität.  Die Motilität  wird in unserer 

Software  analysiert  und  dargestellt,  indem  die  einzelnen  Koordinaten  der 

Spermien in  jedem Frame zu einer  Bewegung verbunden werden,  um die 

Spermien in motil und immotil zu unterscheiden (Abbildung 3, Seite 15).

Die Zielsetzung dieser Bachelorarbeit ist es zunächst herauszufinden, ob CASA und 

manuelle Zählung gleichwertige Methoden sind. Des Weiteren soll im Anschluss her-

ausgefunden werden, ob man mit CASA ein dafür entwickeltes Probemedium (ATT) 

und ein gewollt qualitätsverschlechterndes Probemedium (WCT) und deren Einfluss 

auf einige Kriterien der Spermaqualität analysieren kann. 
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Tabelle 3: Geräte- und Materialübersicht mit Hersteller und Typ.

Gerät Hersteller Typ

CO2-Inkubator Thermo Scientific Heracell 150i

Gasflasche Messer 2029 (10,1 Liter, 200 bar)

Durchlichtmikroskop  mit 

montierter Videokamera

Di-Li 955

pH-Meter WTW pH3110

pH-Elektrode WTW SenTix 81

Magnetrührer IKA RH digital

Maklerzählkammer SEFI  MEDICAL 

INSTRUMENTS

-

Alufolie Carl Roth -

Zentrifugenröhrchen 50 mL VWR -

Reaktionsgefäß 1,5 mL VWR -

Reaktionsgefäß 2 mL Eppendorf -

Pipetten Eppendorf 20 µL, 100 µL, 1000 µL

Pipettenspitzen Brand 100 µL, 1000 µL

Objektträger Epredia SuperFrostTM Slides

Kühlschrank Haier -

Probenbecher Vitromed GmbH -

Mikroskopobjektiv 40x Di-Li -

Mikroskopobjektiv 20x Di-Li -
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Tabelle 4: Chemikalienliste mit Hersteller und Charge.

Chemikalie Hersteller Charge

V-HEPES PLUS 1 (H73) Vitromed GmbH 405VM2301 (pH 7,293)

V-HEPES PLUS 2 (Kontrolle) Vitromed GmbH 504VM2302 (pH 7,286)

V-HEPES  (ohne  HSA)  auch 

H-HSA genannt

Vitromed Probe des Produktionsteams

Hydroxypropylcellulose Nippon Soda NOG-0611

Natriumhydroxid PanReac AppliChem 0001940713

Salzsäure PanReac AppliChem 0001970694

HSA DEMO ABEE B03J033153

Eosin G Roth 294356775

Nigrosin Roth 204352731

Natriumcitrat-Dihydrat Sigma Aldrich SHBQ7646

Levulose - -

Technischer Puffer pH 4,01 WTW 06.28-1

Technischer Puffer pH 7,01 WTW 05.28-2

Technischer Puffer pH 10,01 WTW 05.27-1
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3.2. Methode

3.2.1. Hergestellte Lösungen

Für die ENT[1] wurde zunächst 0,066 g Eosin und 0,812 g Nigrosin in 8 mL destillier-

tem Wasser gelöst und für 32 Minuten bei 50 °C und 500 rpm auf einem Magnetrüh-

rer gerührt. Da sich in der Lösung Kristalle oder Ausfällungen bilden können, wurde 

die Lösung anschließend in ein 50 mL Falcontube filtriert, auf 10 mL mit destilliertem 

Wasser aufgefüllt und mit Alufolie umwickelt, sodass es lichtgeschützt ist. Die Kon-

zentrationen betrugen 0,66 % Eosin und 8,12 % Nigrosin. 

Da Nigrosin eine geringere Löslichkeit in Wasser aufweist und aufgrund einer vorhe-

rigen Testlösung, deren Kontrast (Grund für Nigrosin in der Lösung) auch mit einer 

geringeren Konzentration deutlich war, habe ich mich entschieden die nach WHO-

Standards benötigte Menge von 0,100 g (10 %) zu verringern. Dieser Testlösung war 

ebenfalls Natriumchlorid beigefügt worden, welches eine starke Kristallbildung her-

vorrief, sodass in der endgültigen, hier beschriebenen ENT komplett darauf verzichtet 

wurde.

Für den HOS würde zunächst die dafür vorgesehene Lösung [1] hergestellt,  indem 

2,697 g Levulose (= Fructose) und 1,461 g Natriumcitrat-Dihydrat in 200 mL destillier-

tem Wasser gelöst wurden. Die Konzentrationen betrugen 74,85 mM Levulose und 

25,85 mM Natriumcitrat-Dihydrat. Diese Lösung wurde im Anschluss im Kühlschrank 

gelagert.

Es wurden 50 mL V-HEPES PLUS 1 durch Zugabe von 1 M HCl-Lösung bei einer 

Temperatur von 37,1 °C auf einen pH-Wert von 6,91 eingestellt, um die Lösung H69 

zu erhalten. Es wurden erneut 50 mL V-HEPES PLUS 1 ohne pH-Änderung benutzt,  

um  0,486  g  Hydroxypropylcellulose  darin  zu  lösen.  Die  Konzentration  betrug 

0,972 %. Der pH-Wert betrug 7,29. Diese Lösung wird H+HPC genannt. 
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Die Auftau-Testlösung (ATT) hatte ein Endvolumen von 50 mL, das zunächst aus 47 

mL V-HEPES PLUS 2 bestand, dem dann 1,06 mL HSA (Massenkonzentration: 25 

g/100 mL) und 0,496 g HPC zugefügt wurden. Im Anschluss wurde die Lösung mit 

1 M NaOH bei einer Temperatur von 37 °C auf einen pH-Wert von 7,59 eingestellt 

und mit V-HEPES PLUS 2 auf 50 mL aufgefüllt. Die Endkonzentrationen betrugen 

0,992 % HPC und 10,3 mg/mL HSA. 

Für die Worstcase-Testlösung wurde eine Einwaage von 0,397 g HPC in einem Be-

cherglas in 18 mL H-HSA gelöst. Diese Lösung wurde im Anschluss bei einer Tempe-

ratur von 37 °C mit 1 M NaOH-Lösung auf einen pH-Wert von 8,28 eingestellt und im 

Anschluss auf 20 mL mit V-HEPES ohne HSA aufgefüllt. Die Konzentration von HPC 

betrug 1,985 %.

3.2.2. Durchgeführte Methoden

3.2.2.1. Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung für die in 3.2.2.7. beschriebene Testreihe bestand darin die 

zum Teil frischen Proben für mindestens 30 Minuten im CO2-Inkubator im Probenbe-

cher mit geschlossenem Deckel auf 37 °C zu inkubieren bis die Liquifizierung abge-

schlossen war. Dies ist ein Prozess bei der das frisch ejakulierte zähflüssige Sperma 

durch Enzymaktivität weniger viskos wird. Im folgenden wird immer der Begriff Sper-

ma benutzt und sollte als Sperma im liquifizierten Zustand verstanden werden. Es 

wurde ein CO2-Inkubator benutzt, weil kein weiterer Inkubator bei 37 °C zur Verfü-

gung stand. Am gleichen Tag wurden auch von den benutzten Kulturmedien und der 

HOS-Lösung jeweils 1 mL in Reaktionsgefäßen mit geschlossenem Deckel für 30 Mi-

nuten im CO2-Inkubator bei 37 °C vorgewärmt, um einen Temperaturunterschied zwi-

schen Probe und Probemedien beim Verdünnungsschritt  zu minimieren. Auch die 

weiteren leeren, für die Verdünnungen vorgesehenen Reaktionsgefäße wurden 30 

Minuten mit geschlossenem Deckel vorgewärmt, sodass an jedem Testtag zu Beginn 

jeweils 3 Reaktionsgefäße mit den Probemedien (ATT, WCT und V-HEPES PLUS), 

3-5 leere Reaktionsgefäße und 3-5 Reaktionsgefäße mit HOS-Lösung (je nach Test-
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menge) vorbereitet im Inkubator standen. Parallel dazu wurden sowohl 2 Minuten vor 

der ersten Probe (Referenz T0), als auch vor jeder weiteren der Proben, die nach der 

geplanten Inkubation, bearbeitet wurden, ein Reaktionsgefäße mit 20 µL der vor Ge-

brauch gevortexten ENT vorbereitet. Die Referenz dient ebenfalls als Kontrolle nach 

3 stündiger Inkubation und wird deshalb im weiteren Verlauf so benannt (Kontrolle = 

Referenz T180), da es einen Grundwert benötigt, um die Veränderungen der benutz-

ten Probemedien zu ermitteln.

Für die in 3.2.2.6. beschriebene Testreihe wurde nur ein Reaktionsgefäß mit V-HE-

PES PLUS und ein leeres, für die Verdünnung vorgesehenes Reaktionsgefäß für 30 

Minuten mit der nativen Probe bei 37 °C im CO2-Inkubator vorgewärmt.

3.2.2.2. Hypoosmotischer Schwelltest (HOS)

Beim hypoosmotischen Schwelltest wurden 0,1 mL der Probe in 1 mL HOS-Lösung 

überführt und für 30 Minuten bei 37 °C im CO2-Inkubator inkubiert. Im Anschluss wur-

den 10 µL der Probe in der Maklerkammer ausgezählt. Da in den verdünnten Proben 

oft keine 200 Spermien in 10 µL vorhanden waren, wurden alle auffindbaren Spermi-

en gezählt. Diese wurden in coiled und uncoiled unterschieden. Hierfür wurde das 

20x-Objektiv benutzt.

3.2.2.3. Eosin-Test

Bei der Eosin-Nigrosin-Färbung wurden 20 µL der ENT (die bei Raumtemperatur ge-

lagert und nicht erwärmt wurde) mit 20 µL der 37 °C warmen Probe vermischt und 

nach 30 sekündiger Inkubation 10 µL dieser Mischung auf einem Objektträger ausge-

strichen. Die Auswertung geschah innerhalb einer Stunde nach dem Ausstrich (Zeit 

der  Lufttrocknung bei  Raumtemperatur mit  inbegriffen).  Die Spermien wurden an-

hand der Färbung unterschieden. Eine weiße Spermie wird als lebendig angesehen, 

eine rötlich gefärbe Spermie hat eine beschädigte Membran und wird als tot angese-

hen. Die Spermien wurden mit dem 40x-Objektiv gezählt.
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3.2.2.4. Manuelle Zählung

Bei der manuellen Zählung wurden 10 µL einer frisch aus dem 37 °C warmen CO2-In-

kubator  entnommenen Spermaprobe auf  die Maklerzählkammer pipettiert  und auf 

dem Objekttisch des Mikroskops platziert. Nach 2 Minuten wurden immer zweimal 

200 Spermien gezählt und in motil und immotil unterschieden. Hierfür wurde das 20x-

Objektiv benutzt. Nach jeder Auszählung wurde die Maklerzählkammer gereinigt.

3.2.2.5. CASA-Methode

Es wurden 3 Videos zufälliger Sichtfelder der Mikroskopkamera in drei unterschiedli-

chen Quadranten der Maklerkammer aufgenommen. Die Länge dieser Videos betrug 

2 Sekunden. Diese Videos wurden im Anschluss an die Testreihen mit  dem Pro-

gramm ImageJ von Fiji  geöffnet  und die einzelnen Spermien mit  dem Programm 

TrackMate getrackt. Hierbei wurden die motilen und immotilen Spermien gezählt und 

daraus die Spermienkonzentration und die Gesamtzahl der Spermien errechnet. Das 

20x-Objektiv wurde hierfür benutzt. 

Zuerst  wurde das Programm ImageJ und darüber das gewünschte in  Graustufen 

konvertierte Video geöffnet. Dieses wurde nun dupliziert, um ein zweites Fenster mit 

gleichem Inhalt zu erhalten, um in diesem das Video beziehungsweise den Frame-

stack zu bearbeiten. Es ist notwendig das Video zu invertieren, damit das Tracking-

programm die Spermien erkennen kann. Nachdem das Video invertiert wurde, wurde 

das Trackingprogramm geffönet und die Crop-Settings übernommen. Im nächsten 

Fenster wird der „LoG-detector“ (Laplacian of Gaussian) ausgewählt, der die Spermi-

en im ersten Frame detektiert. Danach muss der Spermiendurchmesser auf 25 Pixel 

und die Qualitätsschwellenwert auf 1 eingestellt werden. Im Anschluss werden die 

Zellen aller Frames detektiert, der Qualitätsschwellenwert auf die detektierten Sper-

mien angewendet und die Option gegeben Filter anzuwenden. Diese Option wurde 

aber nicht genutzt. Im Anschluss wurde der „Simple LAP tracker“ ausgewählt und die 

„Linking max distance“ auf 50, die „Gap-closing max distance“ auf 70 und die „Gap-

closing max frame gap“ auf 2 gesetzt. Nun wurden diese Parameter angewendet und 

im darauffolgenden Fenster nach „Track max speed“ gefiltert, sodass die Bewegun-
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gen farblich von blau (langsam 0,1 Pixel pro Frame) bis rot (alles über 10 Pixel pro 

Frame) dargestellt werden. Dann muss das „Multi-Point-Tool“ (Zähl-Tool in ImageJ, 

siehe Abbildung 3) ausgewählt werden, womit sich dann die einzelnen getrackten 

Bahnen zählen lassen. 

Für die Gesamtzellzahl werden nun noch die ganzen Zellen gezählt, die sich nicht 

bewegen. Dafür habe ich ein neues Graustufenduplikat geöffnet, das primäre Video 

laufen lassen und dann die ganzen immotilen Spermien im Duplikat über das Multi-

Point-Tool gezählt.
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Abbildung 3: Diese Abbildung zeigt das aufgenommene Video (links) und das Endergebnis nach 
Tracking der motilen Spermien, deren Bewegung als gelbe (moderate Geschwindigkeit) bis rote 
(schnelle Bewegung) Linie dargestellt wird. Quelle: Eigenes Foto.



3.2.2.6. Methodenänderung

Die Methodenänderung fand am 18.09.2025 statt  und gilt  für  13 Proben ab dem 

19.09.2025 einschließlich und bestand darin, dass während der ersten 3 Messungen 

mit 14 unterschiedlichen Messpunkten die Videos für die CASA-Software direkt nach 

der Befüllung der Maklerzählkammer aufgenommen wurden und die manuelle Zäh-

lung ebenfalls direkt im Anschluss durchgeführt wurde. Dabei ist aufgefallen, dass 

die Spermien im Laufe von 2-3 Minuten nach der Befüllung eine signifikante Erhö-

hung der Motlität erfahren, sodass sich diese während der manuellen Zählung, die 

länger als 2 Minuten dauerte, auch in den Ergebnissen offenbarte. Nach dieser Er-

kenntnis wurde die manuelle Zählung erst nach 2 Minuten begonnen und die CASA-

Videos nach der Zählung aufgenommen. 

3.2.2.7. Testreihe Methodenetablierung

Die Testreihe zur Methodenethablierung bestand daraus die nativen Spermaproben 

je nach Spermienkonzentration mit V-HEPES PLUS so zu verdünnen, dass im Sicht-

feld der Mikroskopkamera maximal 50 motile Spermien zählbar waren. Hierzu wurde 

die Spermaprobe aus dem CO2-Inkubator genommen, auf die vorbereitet Maklerzähl-

kammer pipettiert und wieder in den CO2-Inkubator gestellt.  Dieser Vorgang sollte 

möglichst schnell (innerhalb von 60 Sekunden) abgeschlossen sein. Diese Verdün-

nung ist die Probe zum Startzeitpunkt T0 und dient als Referenz für alle weiteren 

Messungen. Für jeden Messpunkt zum Zeitpunkt Tn wurde die Probe aus dem CO2-

Inkubator entnommen, 10 µL der Probe auf der Maklerkammer platziert und wieder 

im CO2-Inkubator platziert (innerhalb einer Minute). Die Spermien wurden nach 2 Mi-

nuten ausgezählt (2x 200 Zellen). 
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3.2.2.8. Testreihe Probemedien (ATT und WCT)

Die Testreihe mit den Probemedien (ATT und WCT) verlief ähnlich wie die Methoden-

ethablierung. Zusätzlich zu den einzelnen Proben wurde hier der HOS und der Eo-

sin-Test angewendet. Es wurden zunächst 10 µL der nativen Probe auf der Makler-

zählkammer verteilt, um eine Verdünnung zu evaluieren, die maximal 50 motile Sper-

mien im Sichtfenster des Videoprogramms übrig ließ. Diese Verdünnung galt im An-

schluss für jedes an dem Tag getestete Probemedium (siehe Tabelle 15, Seite 46). 

Diese Verdünnung variierte von Probe zu Probe. Da hier der Ausgangspunkt für alle 

Verdünnungen und damit auch der Spermakonzentrationen gleich ist, wurde die Ver-

dünnung mit V-HEPES PLUS als Referenz zum Zeitpunkt T0 genommen. Während 

diese Verdünnung nun für die manuelle Zählung in der Maklerzählkammer für 2 Mi-

nuten auf dem Objekttisch des Mikroskops inkubierte, wurden 100 µL der nativen 

Probe in die vorbereitete HOS-Lösung transferiert und in den CO2-Inkubator gestellt. 

Danach wurden 20 µL der Referenz in das vorbereitete Reaktionsgefäß mit  ENT 

überführt, für 30 Sekunden inkubiert und auf einen Objektträger ausgestrichen. Die 

Referenz wurde nach dem Ausstrich wieder in den CO2-Inkubator gestellt.  Im An-

schluss begann die manuelle Zählung, bei der zweimal 200 Zellen gezählt wurden, 

die in motil und immotil differenziert wurden. Nach der manuellen Zählung wurden 3 

Videos à 2 Sekunden Laufzeit in 3 verschiedenen Quadranten der Maklerzählkam-

mer aufgenommen und ausgewertet. Die weiteren Verdünnungen (ATT und WCT) 

wurden dann im Abstand von 10 beziehungsweise 20 Minuten hergestellt und direkt 

in den CO2-Inkubator gestellt. Das ist wichtig, damit man für jede Probe nach der 

dreistündigen Inkubation 10 Minuten zur Motilitätsauswertung hat, sowie den HOS 

und den Eosin-Test. In der Zwischenzeit (also in den 30 Minuten zwischen dem An-

satz der Referenz und der Auswertung des HOS-Ansatzes) trocknete der Ausstrich 

und es wurden dann 200 Spermien unter dem 40x-Objektiv in rot und weiß differen-

ziert ausgezählt. Nach der 30 minütigen Inkubation wurden 10 µL des HOS-Ansatzes 

in die Maklerzählkammer pipettiert und ebenfalls ausgewertet, indem 200 Spermien 

gezählt und in coiled und uncoiled unterschieden wurden. 
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Nach der dreistündigen Inkubation, wurde die Kontrolle und die vorbereitete HOS-Lö-

sung aus dem CO2-Inkubator geholt, erneut mit 100 µL der frisch sanft auf- und abpi-

pettierten Kontrolle beimpft und für 30 Minuten inkubiert. Die Kontrolle ist die gleiche 

Lösung wie die Referenz. Sie dient als Kontrollwert der Ausgangslösung nach drei-

stündiger Inkubation (Kontrolle = Referenz T180). Im Anschluss wurden erneut 10 µL 

der Kontrolle auf die Maklerzählkammer pipettiert und für zwei Minuten auf dem Ob-

jekttisch platziert. Währenddessen wurden 20 µL der vorbereiteten ENT mit 20 µL der 

Kontrolle vermischt, 30 Sekunden inkubiert und danach auf einem Objektträger aus-

gestrichen. Nun wurde die manuelle Zählung durchgeführt, 3 Videos aufgenommen 

und im Anschluss die Maklerzählkammer für die nächste Probe vorbereitet. Der Ab-

lauf  war  identisch  bei  der  Prozessierung  der  beiden  weiteren  Proben  (ATT und 

WCT). Da zu Beginn die Referenz bei T0, die ATT bei T10 und die WCT bei T20 an-

gesetzt wurden, ergibt sich für alle 3 eine Inkubatonszeit von 3 Stunden, da wir die 

Kontrolle bei T180 aus dem CO2-Inkubator entnommen haben, die ATT bei T190 und 

die WCT bei T200. Die HOS-Ansätze wurden wiederum bei T210 (Kontrolle), T220 

(ATT) und T230 (WCT) ausgewertet, sodass diese auch jeweils 30 Minuten Inkubati-

onszeit erhielten. Nach dem HOS wurde auch noch der Ausstrich der Kontrolle aus-

gewertet. Die weiteren Proben wurden genauso prozessiert.

Zusätzlich wurde die Reihenfolge der prozessierten Proben immer gewechselt, um 

zeitliche Schwankungen auszuschließen. Mal wurde zuerst die Referenz erstellt, mal 

die ATT und mal die WCT. Der HOS und Eosin-Test der Referenz wurde dann um 10 

beziehungsweise 20 Minuten verzögert. Bei den Doppelbestimmungen hat sich der 

Zeitintervall auf 6 beziehungsweise 7 Minuten reduziert. Da das zu wenig Zeit war, 

wurde auf die Doppelbestimmung verzichtet.

3.2.2.9. Grundlegende Informationen zur Methodenauswertung

Zunächst muss geklärt werden, ob CASA und manuelle Zählung gleichwertige Me-

thoden sind. Um das zu klären, werden zunächst die Messwerte analysiert, indem 

die Veränderung der inkubierten Proben von der Referenz ermittelt werden, mit Be-

zug auf die Gesamtzellzahl (normalisiert) und ohne. Als Veränderung soll die Verän-

derung der Zellzahl von der Referenz (dem Anfangswert bei T0) zur Zellzahl nach 3 
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Stunden Inkubation verstanden werden. Dabei wurde bei der manuellen Zählung ein 

Mittelwert der beiden Motilitätsmesswerte der Referenz genommen und mit den Mit-

telwerten der manuellen Zählungen der Kontrolle,  ATT und WCT (Proben nach 3 

Stunden Inkubation) verglichen. Ohne Normalisierung wurden bei CASA die motilen 

Zellen in den 3 Videos gezählt und gemittelt. Mit Normalisierung wurde die Gesamt-

zellzahl ermittelt und als Konzentrationsfaktor mit einbezogen, um die gezählten mo-

tilen Spermien an die Konzentration der Referenz anzupassen und somit eine erhöh-

te oder verringerte Konzentration auszugleichen und eine tatsächliche Vergleichbar-

keit zu schaffen. Die manuelle Zählung ist genau genommen auch normalisiert, da 

immer 200 Zellen gezählt werden, sodass die Gesamtzellzahl immer 400 ist und im 

nachfolgenden Beispiel also ein Mittelwert von 150 motilen Spermien auch einen Mit-

telwert von 50 immotilen bedeutet. Beispiel der Abweichungsberechnungen:

Motilitätswerte der Referenz: 149 und 151 motile Spermien.

Mittelwert der Referenz: 150 motile Spermien

Motilitätswerte der Probe ATT bei T 180: 118 und 122 motile Spermien.

Mittelwert der Probe ATT bei T180: 120 motile Spermien

Veränderung: (1 – (120/150)) * 100 = 20 %

CASA-Zählung der Referenz: 14, 18 und 16 motile Spermien

Mittelwert der Referenz: 16 motile Spermien

Gesamtzahl: 48 motile und 52 immotile Sper- 

mien (= 100 Spermien)

CASA-Zählung der Probe ATT bei T180: 8, 9 und 13 motile Spermien

Mittelwert der Probe ATT bei T180: 10 motile Spermien

Gesamtzahl: 30 motile und 46 immotile Sper- 

mien (= 76 Spermien)

Veränderung: (1 – (10/16)) * 100 = 37,5 %

Veränderungung CASA-Manuell: 37,5 % - 20 % = 17,5 %

Konzentrationsfaktor: 100 / 76 = 1,32

normalisierter Mittelwert: 10 * 1,32 = 13,2 motile Sper-

mien
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normalisierte Veränderung: (1 – (13,2/16)) * 100 = 17,5 %

normalisierte Veränderungung CASA – Manuell: 17,5 % - 20 % = - 2,5 %.

Aus dieser Beispielrechnung ergibt sich eine Veränderung von CASA zur manuellen 

Zählung von 17,5 % und eine normalisierte Veränderung von - 2,5 %. Dies bedeutet, 

dass mit CASA ohne Einbezug der Gesamtzellzahl 17,5 % mehr Motilität festgestellt 

wird als mit einer manuellen Zählung. Wenn die Gesamtzellzahl jedoch zusätzlich mit 

einbezogen wird, so ergibt sich eine geringere normalisierte Veränderung von - 2,5 

%. Es wird mit CASA also eine um 2,5 % verringerte Motilität festgestellt als durch 

manuelle Zählung. 

Um nun einzuordnen, ob diese Veränderungen tolerierbar und die Methoden damit 

gleichwertig sind oder nicht, benötigt es ein Akzeptanzkriterium. Hierfür wird ein Tole-

ranzbereich um den Wert der manuellen Zählung festgelegt, indem die unterschiedli-

chen Messwerte liegen müssen. Bei Vitromed wird ein interner Maßstab verwendet, 

um die Vergleichbarkeit und Qualität der manuellen Zählung zwischen einzelnen La-

bormitarbeitern festzustellen. Dieser Toleranzbereich beträgt ± 15%. Dieser Maßstab 

wurde auf diese Arbeit ebenfalls angewendet, da die CASA-Software hier die Bewer-

tung eines Labormitarbeiters ersetzt. In diesem Kontext wäre also die Veränderung 

von 17,5 % außerhalb des Toleranzbereichs und nicht akzeptabel und die normali-

sierte Veränderung von - 2,5 % innerhalb des Toleranzsbereichs und somit akzepta-

bel. 

28 / 61



4. Ergebnisse

4.1. Test mit saurer, viskoser und HSA-freien Lösung

In dieser Testreihe wurde eine Probe in V-HEPES PLUS (pH 7,3) und parallel dazu in 

einer leicht angesäuerten V-HEPES PLUS-Lösung (pH 6,9), einer HSA-freien V-HE-

PES PLUS-Lösung und einer V-HEPES PLUS-Lösung mit 1% HPC inkubiert, um zu 

sehen, ob sich ein Unterschied bei diesen veränderten physikochemischen Einfluss-

faktoren erkennen lässt, um diese Veränderungen dann auf das Probemedium ATT 

zu übertragen. Die saure und die HSA-freie Lösung wich stärker ab, die viskose Lö-

sung nicht.

4.2. Testreihe Methodenetablierung

Während der Testreihe der Methodenethablierung wurde die Ausgangslösung (Sper-

ma in V-HEPES PLUS 1) immer mit sich selbst verglichen, nur in unterschiedlichen 

Zeitintervallen. Ein Messpunkt beschreibt eine Messung die mit der Referenz vergli-

chen wurde, sodass bei Messungen einer Probe zu den Zeitpunkten T20, T40, T60 

und T80 insgesamt 4 Messpunkte entstehen. Jeder dieser Messpunkte besitzt eine 

Veränderung und eine normalisierte Veränderung, sodass also bei den 4 Messpunk-

ten insgesamt 8 Messwerte entstehen. Es wurden vier Messpunkte einer Probe vor 

und 35 Messpunkte von 6 Proben nach der Methodenänderung aufgenommen. Von 

den vier Messpunkten liegt nur eine normalisierte Veränderung (1 von 8 Messwerte = 

12,5 %) innerhalb des Toleranzbereichs. Das ergibt Sinn, da die Videos zu diesem 

Zeitpunkt nicht die gleiche Situation beschreiben wie die manuelle Zählung, da sich, 

wie bereits beschrieben, die Motilität nach 2-3 Minuten signifikant erhöht. Nach der 

Methodenänderung liegen 25 von 36 Messpunkten (69,44 %) und normalisiert  28 

von 36 Messpunkten (77,78 %) nicht außerhalb des Toleranzbereiches. Die außer-

halb des Toleranzbereich liegenden Messpunkte der normalisierten Veränderungen 

treten hauptsächlich in den ersten drei Proben auf. Insgesamt sind 54 von 72 Mess-

werten innerhalb der Toleranzgrenze, was einem prozentualen Anteil von 75 % ent-

spricht. Wenn man sich nun die folgende Grafik anschaut wird ebenfalls erkennbar, 
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dass eine Normalisierung der Veränderungen sinnvoll und vorallem notwendig ist. Es 

gibt zwei starke Ausreißer (Messpunkt 24: 158,81 % und Messpunkt 28: 145,13 %), 

deren normalisierte Veränderungen jedoch nur - 5,24 % und - 3,77 % betragen und 

damit innerhalb des Toleranzbereiches liegen. Allerdings gibt es auch Messpunkte, 

die den gegenteiligen Effekt zeigen, deren Veränderungen ohne Normalisierung in-

nerhalb des Toleranzbereiches liegen (Messpunkt 11: 1,06 % und Messpunkt 12: - 

12,38 %) und normalisiert mit jeweils - 33,93 % und - 22,59 % außerhalb liegen. Ins-

gesamt gibt es 9 Messpunkte bei denen die Normalisierung den Wert in den Tole-

ranzbereich bringt und 5 Messpunkte, die dadurch außerhalb liegen. Hierbei ist je-

doch  erkennbar,  dass  die  maximale  Veränderung durch  die  Normalisierung  bei  - 

33,93 % und ohne Normalisierung bei 158,81 % liegt, sie durch eine Normalisierung 

also auch abgeschwächt wird. Die normalisierte Veränderung über alle Messpunkte 

hinweg betrug  – 4,12 ± 14,47 % und nach Methodenänderung – 6,40 ± 12,29 %. 

Ohne Normalisierung lagen diese Werte vor Methodenänderung bei 8,98 ± 39,53 % 

und danach bei 6,75 ± 39,87 %. 

Tabelle  5:  Tabellarische Übersicht  der  berechneten Werte der  methodenetablierenden Probereihe. 

Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen Zählung und der Zäh-

lung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die letzten beiden Spal-

ten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – manuelle Zählung, 

die in Abbildung 4 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der Durchführung. Teil 1.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittelwert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA – 

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

18.09.25T0 65 - 16,33 231 - - - -

T50 70 7,69 23 230 40,82 30,41 33,12 22,72

T70 79 21,54 30 260 83,67 50,47 62,14 28,93

T100 57,5 -11,54 11,33 190 -20,61 -12,21 -19,07 -10,67

T160 71 9,23 24,33 237 48,98 33,89 39,75 24,66
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Tabelle  6:  Tabellarische Übersicht  der  berechneten Werte der  methodenetablierenden Probereihe. 

Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen Zählung und der Zäh-

lung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die letzten beiden Spal-

ten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – manuelle Zählung, 

die in Abbildung 4 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der Durchführung. Teil 2.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittelwert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA – 

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

19.09.25T0 88,5 - 17,33 120 - - - -

T30 74 -16,38 16 150 -7,69 -26,15 8,69 -9,77

T40 77,5 -12,43 18,33 166 5,77 -23,54 18,20 -11,11

T60 70 -20,90 15 168 -13,46 -38,19 7,44 -17,28

T80 72 -18,64 13,67 163 -21,15 -41,95 -2,51 -23,31

T100 69 -22,03 12,33 136 -28,85 -37,22 -6,81 -15,18

T120 59 -33,33 7,33 140 -57,69 -63,74 -24,36 -30,40

23.09.25T0 105 - 20,67 113 - - - -

T45 100,5 -4,29 20 177 -3,23 -38,22 1,06 -33,93

T80 65,5 -37,62 10,33 142 -50 -60,21 -12,38 -22,59

T132 55 -47,62 11 136 -46,77 -55,78 0,85 -8,16

T150 62 -40,95 13,67 165 -33,87 -54,71 7,08 -13,76

T170 76,5 -27,14 20,33 218 -1,61 -49 25,53 -21,86

T187 52 -50,48 11 136 -46,77 -55,78 3,70 -5,30

T210 50 -42,38 10,33 155 -50 -63,55 2,38 -11,17

T230 45,5 -56,67 73,33 131 -64,52 -69,39 -7,85 -12,73
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Tabelle  7:  Tabellarische Übersicht  der  berechneten Werte der  methodenetablierenden Probereihe. 

Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen Zählung und der Zäh-

lung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die letzten beiden Spal-

ten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – manuelle Zählung, 

die in Abbildung 4 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der Durchführung. Teil 3.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittelwert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA –

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

25.09.25T0 94 - 28,33 212 - - - -

T2 94 0 25 206 -11,76 -9,19 -11,77 -9,20

T40 80,5 -14,36 24,33 233 -14,12 -21,86 0,24 -7,50

T60 76,5 -18,62 16 158 -43,53 -24,23 -24,91 -5,61

T80 70 -25,53 24,33 254 -14,12 -28,32 11,41 -2,79

T100 48 -48,94 12 150 -57,65 -40,14 -8,71 8,79

01.10.25T0 172 - 25,67 82 - - - -

T27 187 8,72 68,67 212 167,53 3,48 158,81 -5,24

T42 183 6,40 24,67 76 -3,90 3,69 -10,29 -2,70

T60 176 2,33 14,67 48 -42,86 -2,38 -45,18 -4,71

T146 170 -1,16 21,67 68 -15,58 1,80 -14,42 2,96

T220 181,5 5,52 64,33 202 150,65 1,75 145,13 -3,77

T240 178 3,49 41,67 132 62,34 0,85 58,85 -2,64

T260 170,5 -0,87 22,67 70 -11,69 3,45 -10,82 4,32

02.10.25T0 158,5 - 20,33 75 - - - -

T45 150,5 -5,05 20 69 -1,64 6,91 3,41 11,96

T69 150 -5,36 22 77 8,20 5,39 13,56 10,75

T87 152 -4,10 17 59 -16,39 6,28 -12,29 10,38
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Tabelle  8:  Tabellarische Übersicht  der  berechneten Werte der  methodenetablierenden Probereihe. 

Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen Zählung und der Zäh-

lung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die letzten beiden Spal-

ten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – manuelle Zählung, 

die in Abbildung 4 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der Durchführung. Teil 4.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittelwert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA – 

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

10.10.25T0 73 - 18,33 201 - - - -

T16 55,5 -23,97 9 157 -50,91 -37,15 -26,94 -13,18

T45 71 -2,74 18,33 229 0 -12,23 2,74 -9,49

T60 46,5 -36,30 8,67 110 -52,73 -13,62 -16,43 22,68

T90 65 -10,96 20,33 236 10,91 -5,54 21,87 5,42

T115 43 -41,10 11,67 186 -26,36 -31,23 4,73 9,86

T180 52,5 -28,08 10,67 203 -41,82 -42,39 -13,74 -14,31

T195 66 -9,59 16 194 -12,73 -9,58 -3,14 0,01
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4.3. Testreihe Probemedien

Bei der Testreihe der Probemedien wurde eine Probe mit 6 Messpunkten vor der Me-

thodenänderung und 8 Proben mit 32 Messpunkten danach aufgenommen (Abbil-

dung 5, Seite 37). Von diesen 6 Messpunkten mit 12 unterschiedlichen Messwerten, 

liegen 6 normalisierte Veränderungen und 3 nicht normalisierte Veränderungen (75 

%) innerhalb des Toleranzbereichs und 3 nicht normalisierte Veränderungen (25 %) 

außerhalb. Ein Unterschied zum Ergebnis aus der Testreihe der Methodenetablie-

rung ist bemerkbar. 
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Abbildung 4: Veränderungen mit und ohne Normalisierung der einzelnen Messpunkte der 
methodenetablierenden Testreihe zur Referenz T0 nach beliebigen Zeitpunkten Tn.
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Nach der Methodenänderung lagen 20 von 38 (52,63 %) Veränderungen und 31 von 

38 normalisierte Veränderungen (81,58 %) innerhalb des Toleranzbereichs. Insge-

samt sind 51 von 76 Messwerte (67,11 %) innerhalb des Toleranzbereichs. Erkenn-

bar ist, dass im Vergleich zur vorherigen Testreihe die Streuung bei den nicht norma-

lisierten Veränderungen deutlich stärker ist und auch hier Messpunkte auftreten, die 

stark  abweichen und durch  eine  Normalisierung  in  den  Toleranzbereich  eintreten 

(Messpunkt 16: 135,87 % und normalisiert  0,76 %).  Insgesamt werden durch die 

Normalisierung 15 Messpunkte in den Toleranzbereich verschoben und 5 weitere aus 

ihm wieder heraus, sodass auch hier eindeutig die Notwendigkeit der Normalisierung 

nachgewiesen wird. Der Effekt, dass die normalisierten Veränderungen weniger stark 

abweichen,  ist  hier  ebenfalls  erkennbar.  Die  normalisierte  Veränderung  über  alle 

Messpunkte hinweg betrug 7,58 ± 12,28 % und ohne Normalisierung lagen diese 

Werte bei 17,78 ± 37,47 %. 

Tabelle 9: Tabellarische Übersicht der berechneten Werte der Testreihe mit den Probemedien (Kontrol-

le, ATT und WCT). Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen 

Zählung und der Zählung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die 

letzten beiden Spalten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – 

manuelle Zählung, die in Abbildung 5 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der 

Durchführung. Teil 1.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittel

wert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA  – 

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

17.09.25T0 171,5 - 25,33 100 - - - -

T0 2 155 -9,62 27 108 6,58 -1,32 16,20 8,31

K 1 155,5 -9,33 49,67 193 96,05 1,58 105,38 10,91

K 2 146 -14,87 32 127 26,32 -0,54 41,18 14,33

ATT 1 141 -17,78 19 92 -25 -18,48 -7,22 -0,69

ATT 2 129,5 -24,49 22 103 -13,16 -15,69 11,33 8,80

WCT 88,5 -48,40 11,33 72 -55,26 -37,87 -6,87 10,53
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Tabelle 10: Tabellarische Übersicht der berechneten Werte der Testreihe mit den Probemedien (Kon-

trolle, ATT und WCT). Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen 

Zählung und der Zählung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die 

letzten beiden Spalten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – 

manuelle Zählung, die in Abbildung 5 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der 

Durchführung. Teil 2.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittel

wert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA  – 

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

22.09.25T0 142 - 23,67 91 - - - -

K T135 141,5 -0,35 28 108 18,31 -0,31 18,66 0,04

K T180 146 2,82 21 78 -11,27 3,52 -14,08 0,70

ATT 1 137 -3,52 20 81 -15,49 -5,06 -11,97 -1,54

ATT 2 105,5 -25,7 - - - - - -

WCT 104,5 -26,41 9,33 55 -60,56 -34,75 -34,15 -8,34

24.09.25T0 115,5 - 34,67 202 - - - -

K 128 10,82 64,67 247 86,54 52,55 75,72 41,73

ATT 1 117,5 1,73 39 180 12,5 26,25 10,77 24,52

ATT 2 129 11,69 39,67 164 14,42 40,94 2,73 29,25

WCT 95 -17,75 24,33 132 -29,81 7,42 -12,06 25,16

29.09.25T0 127 - 13,67 55 - - - -

K 14,5 10,63 15,33 71 12,20 -13,09 1,57 -23,72

ATT 146,5 15,35 34,33 119 51,22 16,11 135,87 0,76

WCT 92,5 -27,17 12,67 61 -7,32 -16,43 19,85 10,73
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Tabelle 11: Tabellarische Übersicht der berechneten Werte der Testreihe mit den Probemedien (Kon-

trolle, ATT und WCT). Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen 

Zählung und der Zählung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die 

letzten beiden Spalten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – 

manuelle Zählung, die in Abbildung 5 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der 

Durchführung. Teil 3.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittel

wert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA  – 

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

02.10.25T0 72 - 25,33 206 - - - -

K 90 25 29 188 14,47 25,43 -10,53 0,43

ATT 83 15,28 27,67 194 9,21 15,97 -6,07 0,69

WCT 63 -12,50 19 158 -25 -2,22 -12,50 10,28

06.10.25T0 131 - 24,33 101 - - - -

K 144,5 10,31 25,67 88 5,48 21,06 -4,83 10,76

ATT 142,5 8,78 30 111 23,29 12,18 14,51 3,40

WCT 133 1,53 25,67 96 5,48 10,97 3,95 9,45

09.10.25K T0 109 - 30,33 173 - - - -

K T180 142,5 30,73 66,67 270 119,78 40,82 89,05 10,09

ATT T0 89,5 -17,89 20,33 161 -32,97 -27,97 -15,08 -10,08

ATT 

T180

124,5 14,22 55 247 81,32 27 67,10 12,78

WCT 

T0

95 -12,84 28,67 165 -5,49 -0,91 7,35 11,93

WCT 

T180

108 -0,92 28 152 -7,69 5,06 -6,77 5,98
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Tabelle 12: Tabellarische Übersicht der berechneten Werte der Testreihe mit den Probemedien (Kon-

trolle, ATT und WCT). Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und Veränderungen der manuellen 

Zählung und der Zählung mittels CASA, sowie die normalisierte Veränderung der CASA-Zählung. Die 

letzten beiden Spalten beschreiben die Veränderung und die normalisierte Veränderung von CASA – 

manuelle Zählung, die in Abbildung 5 grafisch dargestellt werden. In Spalte 1 steht das Datum der 

Durchführung. Teil 4.

Datum Proben

art

Mittelwert 

manuelle 

Zählung

Veränd. 

manuell 

in %

Mittel

wert 

CASA 

Gesamt

zellzahl 

CASA

Veränd. 

CASA 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA

in %

Veränd. 

CASA  – 

manuell 

in %

Norm. 

Veränd. 

CASA-

manuell 

in %

13.10.25K T0 140 - 23,67 97 - - - -

K T180159,5 13,93 32,33 127 36,62 4,35 22,69 -9,58

ATT T0142,5 1,79 33 132 39,44 2,46 37,65 0,68

ATT 

T180

138 -1,43 27 109 14,08 1,52 15,51 2,95

WCT 

T0

141 0,71 33,33 134 40,85 1,96 40,13 1,24

WCT 

T180

51 -63,57 8,33 59 -64,79 -42,11 -1,22 21,46

14.10.25K T0 55 - 5,33 96 - - - -

K T18068 23,64 7 91 31,25 38,46 7,61 14,83

ATT T071 29,09 11 140 106,25 41,43 77,16 12,34

ATT 

T180

63 14,55 7,33 93 37,50 41,94 22,95 27,39

WCT 

T0

62,5 13,64 5,33 81 0 18,52 -13,64 4,88

WCT 

T180

17 -69,09 1 70 -81,25 -74,29 -12,16 -5,19
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Abbildung 5: Veränderungen mit und ohne Normalisierung der Testreihe mit der Kontrolle und den 
Probemedien (ATT und WCT) ohne Differenzierung der Probemedien zur Referenz T0 nach 
dreistündiger Inkubation.

0 20 40

-50

-30

-10

10

30

50

70

90

110

130

150

Veränderungen (CASA - manuell)

Normalisierte Veränderungen (CASA - manuell)

Oberer Toleranzbereich (+ 15 %)

Unterer Toleranzbereich (- 15 %)

Methodenänderung

Messpunkte

V
er

än
de

ru
ng

 in
 %



4.4. Einzelne Probemedien im Vergleich

Die einzelnen Probemedien (Kontrolle,  ATT und WCT) und vorallem ihre Wirkung 

nach dreistündiger Inkubation auf die Spermien im Vergleich zur Referenz (Anfangs-

wert bei T0) sind in der manuellen Zählung (Abbildung 6, Seite 41) sichtbar. Die bei -

den folgenden Diagramme zeigen die Veränderungen der einzelnen Methoden zu 

den gleichen Proben. Das heißt, dass Abbildung 6 die Veränderung der manuellen 

Zählung  der  Proben  in  Prozent  zur  manuellen  Zählung  der  Referenz  darstellen. 

Wenn die Referenz im Mittel 150 Spermien gezählt hat und die Kontrolle 135 Spermi-

en gezählt hat, so liegt die Veränderung  bei - 10 %. Bei der normalisierten Verände-

rung wurden nur die Veränderungen der CASA-Zählungen mit Bezug auf die Ge-

samtzellzahl zur Referenz verglichen (Abbildung 7, Seite 42). 

So zeichnet sich deutlich ab, dass das WCT am meisten Spermien in ihrer Motilität 

hemmt,  da die Veränderungen der  manuellen Zählung bei  jedem Messpunkt  den 

deutlich schlechtesten Wert besitzen, beziehungsweise die Veränderungen entweder 

die geringste positive Veränderung (Abbildung 6, Messpunkt 6) oder die stärkste ne-

gative Veränderung (Abbildung 6, Messpunkt 9) besitzen. Normalisiert ist dieses Er-

gebnis ebenfalls erkennbar (Abbildung 7, Messpunkt 3 und Messpunkt 9). Die Rei-

henfolge der einzelnen Probemedien ist bei 8 von 9 Messpunkten unabhängig von 

manueller oder CASA-Zählung gleich, nur bei Messpunkt 9 haben die Kontrolle und 

die ATT die Position vertauscht. In 8 von 9 Messpunkten besitzt die Kontrolle die 

höchste Abweichung bei der manuellen Zählung und in 7 von 9 Messpunkten bei der 

CASA-Zählung. Bei den restlichen 3 Messpunkten wird die Kontrolle nur von der ATT 

übertroffen. 
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Die Messdaten für Abbildung 6 sind der 4. Spalte der Tabellen 9-12 (Seiten 35-38) 

zu entnehmen. Um jeweils nur einen Messpunkt zu erhalten, wurden die dort aufge-

führten Doppelbestimmungen gemittelt. Diese Mittelung wurde im Messpunkt 1 für 

die Referenz, die Kontrolle und das ATT, sowie für das ATT in Messpunkt 2 und 3 

durchgeführt.

Die Messdaten für Abbildung 7 der 4. Spalte der Tabellen 9-12 (Seiten 35-38)  zu ent-

nehmen. Die Doppelbestimmungen wurden hier gleichermaßen durchgeführt. 
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Abbildung 6: Veränderung der einzelnen Messpunkte der Kontrolle und der beiden Probemedien (ATT 
und WCT) der manuellen Zählung zur Referenz T0 nach dreistündiger Inkubation. 
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4.5. HOS und Eosin-Test

Beim HOS ist erkennbar, dass sich die Membranfunktion innerhalb der dreistündigen 

Inkubation nicht korrelierend mit der Motilitätsveränderung (Abbildung 6 und 7) ver-

ringert. Die Reihenfolge der Veränderungen der Probemedien variiert von Messpunkt 

zu Messpunkt. Probe 1 und 4 stimmen größtenteils überein, mit relativ geringer Ver-

änderung der einzelnen Probemedien voneinander. Die Veränderungen bei Probe 5 

sind bei ATT und WCT übereinstimmend und grundsätzlich nah bei eineinander. Pro-

be 8 und 9 sehen ebenfalls ähnlich aus. Es ist jedoch keine grundsätzlich gleichmä-

ßige Veränderung oder Reihenfolge erkennbar. Veränderung bedeutet sowohl beim 

HOS, als auch beim Eosin-Test die Veränderung der Zählung nach dreistündiger In-

kubation. Wenn beim HOS zum Startzeitpunkt T0 zunächst 80 % der Spermien coi-

led sind und beim Zeitpunkt T180 der Kontrolle 72 % der Spermien coiled vorliegen, 

so ist ein Verlust von 10 % vorhanden und in Abbildung 8 auf Seite 45 würde dieser 

als -10 % dargestellt werden. Gleiches gilt für ungefärbte Spermien beim Eosin-Test 

(Abbildung 9, Seite 45).
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Abbildung 7: Normalisierte Veränderung der einzelnen Messpunkte der CASA-Zählung zur Referenz 
T0 nach dreistündiger Inkubation.
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Tabelle 13: Übersicht des HOS und des Eosin-Tests mit den jeweiligen prozentualen Parametern der 

Messung. Es wird die aus den Rohdaten berechnete prozentuale Rate der Zellen, die beim HOS als 

coiled (Membran funktionell) gewertet wurden und die beim Eosin-Test als weiß (Membran unbeschä-

digt, Zelle lebendig) bewertet wurden. Zudem wird die Veränderung der einzelnen dreistündig inku-

bierten Proben von der Referenz berechnet. Ein – bedeutet einen nicht gemessenen Wert bei der letz-

ten Probe.Teil 1.

Datum Probenart HOS Eosin-Test

Coiled% Veränderung in % Weiß% Veränderung in %

17.09.25 T0 76,92 - 90 -

T0 2 76,32 -0,79 85,5 -5

K 1 70,69 -8,1 84,5 -6,11

K 2 71,83 -6,62 83,5 -7,22

ATT 1 69,64 -9,46 78 -13,33

ATT 2 70,73 -8,05 82 -8,89

WCT 72,37 -5,92 77 -14,44

22.09.25 T0 72 - 80 -

K 67,47 -6,29 86,5 8,13

ATT 1 62,96 -12,55 83 3,75

ATT 2 74,14 2,97 80,5 0,63

WCT 72,97 1,35 81,5 1,88

24.09.25 T0 78,5 - 81 -

K 77,23 -1,62 80 -1,23

ATT 1 72,38 -7,79 75 -7,41

ATT 2 74,51 -5,08 78 -3,70

WCT 70,13 -10,66 74 -8,64

29.09.25 T0 76 - 86 -

K 68,42 -9,97 83,5 -2,91

ATT 67,88 -10,69 77 -10,47

WCT 69,33 -8,77 77 -10,47

43 / 61



Tabelle 14: Übersicht des HOS und des Eosin-Tests mit den jeweiligen prozentualen Parametern der 

Messung. Es wird die aus den Rohdaten berechnete prozentuale Rate der Zellen, die beim HOS als 

coiled (Membran funktionell) gewertet wurden und die beim Eosin-Test als weiß (Membran unbeschä-

digt, Zelle lebendig) bewertet wurden. Zudem wird die Veränderung der einzelnen dreistündig inku-

bierten Proben von der Referenz berechnet. Ein – bedeutet einen nicht gemessenen Wert bei der letz-

ten Probe.Teil 2.

Datum Probenart HOS Eosin-Test

Coiled% Veränderung in % Weiß% Veränderung in %

02.10.25 T0 91,50 - 93,5 -

K 87,50 -4,37 92 -1,60

ATT 86,50 -5,46 95 1,60

WCT 86,50 -5,46 92,5 -1,07

06.10.25 T0 73 - 88 -

K 65,83 -9,82 77,5 -11,93

ATT 77,21 5,76 72 -18,18

WCT 62,60 -14,25 71,5 -18,75

09.10.25 T0 83,5 - 81 -

K 75,5 -9,58 80 -1,23

ATT 88,5 5,99 78 -3,70

WCT 79 -5,39 78 -3,70

13.10.25 T0 65,50 - 85 -

K 76,04 16,09 88 3,53

ATT 75,61 15,43 84 -1,18

WCT 65,38 -0,18 79 -7,06

14.10.25 T0 69,50 - - -

K 75,42 8,52 - -

ATT 75,56 8,71 - -

WCT 66,06 -4,96 - -
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Abbildung 8: Veränderung der einzelnen Messpunkte des HOS zur Referenz T0 nach dreistündiger 
Inkubation.
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Abbildung 9: Veränderung der einzelnen Messpunkte des Eosin-Tests zur Referenz T0 nach 
dreistündiger Inkubation. 
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Der Eosin-Test auf der anderen Seite zeigt eine gewisse Korrelation zur Motilität. Bis 

auf einen Messpunkt (Messpunkt 5) ist die Kontrolle der positivste Messpunkt. Die 

Veränderung des ATT ist in jedem Punkt größer oder gleichgroß (Messpunkt 4 und 7) 

wie die Veränderung des WTC, sodass sich bis auf Messpunkt 5 die Reihenfolge der 

Vitalität als Kontrolle > ATT ≥ WTC darstellt. 

4.6. Probenqualität der Testreihe Probemedien

Tabelle 15: Volumen, Konzentration und Gesamtzellzahl der einzelnen Proben der Testreihe Probeme-

dien und die dazugehörige Vitalität der Eosin-Nigrosin-Färbung.

Probe Volumen 

in mL

Konzentration 

in 106/mL

Gesamtzellzahl 

in 106

Vitalität 

in %

Verdünnungsfaktor 

Probe:Medium

1 1,5 30,63 45,95 90 3:2

2 1,9 17,14 32,57 80 3:2

3 1,7 94,10 159,96 81 1:4

4 2,4 18,89 45,33 86 3:2

5 1,9 39,24 74,55 93,5 1:1

6 2,9 42,29 122,63 88 3:2

7 1,4 180 252 81 1:7

8 1,9 25,52 48,50 85 1:1

9 1,2 66,67 80 - 1:5

Für die in Tabelle 15 dargestellten Werte wurde die höchste Gesamtzellzahl der CA-

SA-Videos der einzelnen Probetage genommen, da diese den maximalen Wert ange-

ben, die eine Probe mindestens hat. Jede Probe wurde gleich verdünnt und dann 

muss der höchste Wert der Zählungen das beschreiben, was der nativen Probe am 

ähnlichsten ist. Das heißt diese Zellzahl ist das Minimalste, das die native Probe ha-

ben konnte. 
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Die Konzentrationsbestimmung erhält  man durch die Zählung von 10 Feldern der 

Maklerzählkammer. Das Gesichtsfeld der Mikroskopkamera füllt 35 Felder aus, so-

dass die Spermienanzahl in einem CASA-Videoausschnitt durch 3,5 dividiert werden 

muss, um die Spermienkonzentration in 106/mL zu erhalten. Die Gesamtzellzahl wird 

durch eine Multiplikation von Volumen und Konzentration erhalten.

Beispiel für Probe 1:

Gesamtzellzahl in 3 CASA-Videos: 193 Spermien

Auf ein Video heruntergerechnet: 64,3 Spermien

Verdünnung eingerechnet: 107,22 Spermien

Konzentrationsberechnung: 30,63 106/mL Spermien

Gesamtzellzahl: 45,95 106 Spermien

Die Probenqualität ist durchaus verschieden über alle Proben hinweg. Die Gesamt-

zellzahl in Probe 2 ist unterhalb des minimalen Kriteriums, genauso wie das Volumen 

bei Probe 9. Die restlichen Werte sind oberhalb des Minimums. 

5. Diskussion

Das Ziel dieser Bachelorarbeit war zunächst die Erörterung, ob man die manuelle 

Zählung durch CASA ersetzen oder erweitern kann. Es lässt sich anhand der Daten 

durchaus die Schlussfolgerung ziehen, dass man mit CASA zu den gleichen Ergeb-

nissen kommen kann. Allerdings gibt es mehrere Faktoren, die es nicht zulassen, 

dass man die manuelle Zählung durch CASA ersetzen kann. Da ist zum Einen der 

zeitliche Faktor, der bei dieser CASA-Methode wesentlich größer ist. Zwar ist die Er-

stellung der Videos wesentlich kürzer, als die manuelle Zählung, jedoch dauert die 

Auswertung der Videos je nach Probenqualität länger (abhängig von den zählbaren 

Spermien und möglicher Probenverschmutzung durch Partikel). Die Auswertung der 

motilen Spermien kann in ähnlicher Zeit erfolgen wie die manuelle Zählung, aber da 

die Gesamtzellzahl auch notwendig ist, dauert die CASA-Auswertung im Allgemeinen 

mindestens genauso lange. Kommerzielle CASA-Anwendungen können im Vergleich 
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zu dieser CASA-Methode und der manuellen Zählung jedoch schneller sein [26]. Der 

zweite Faktor ist die Abhängigkeit der Genauigkeit der Referenz, die nicht immer ge-

geben ist. Die Messpunkte 11 bis 14 (Abbildung 5), die einer einzelnen Probe ent-

stammen, bei  der alle normalisierten Veränderungen oberhalb der Toleranzgrenze 

liegen, sind nur durch die Zählung der erhöhten Gesamtzellzahl der Referenz, die bei 

202 Spermien lag, zu hoch. Da die Referenz zu hoch ist, sind alle Konzentrationsfak-

toren zu hoch und damit auch die daraus berechneten normalisierten Veränderun-

gen. Bei einer Beispielrechnung mit einer Gesamtzellzahl von 150 Spermien bei der 

Referenz, würden sich die normalisierten Veränderungen alle in den Toleranzbereich 

verschieben (2,46 %, -7,98 %, -2,49 % und -7,03 %). Des Weiteren ist eine gewisse 

Einarbeitung in die Methode nötig, da die normalisierten Veränderungen primär in der 

ersten Hälfte außerhalb des Toleranzbereichs lagen. Es gab in den ersten 36 Mess-

punkten 17 Messpunkte (47,22%) außerhalb des Toleranzbereichs und in den letzten 

45 Messpunkten 4 Messpunkte (8,89 %). Abschließend lässt sich aber auch an die-

ser Stelle nicht deutlich mitteilen, ob die Veränderungen dadurch entstehen, ob die 

manuelle Zählung fehlerhaft ist oder die Auswertung mit CASA. Auch hier wird bei 

kommerziellen Anwendungen ein gegenteiliger Effekt beschrieben, da hier der Pro-

zess standardisiert ist und somit auch weniger geschultes Laborpersonal die Versu-

che durchführen kann[26].  Auf der anderen Seite wird in einigen Studien die unter-

schiedliche Spermienkonzentration als möglicher Nachteil genannt[27], der durch die 

durchgeführte Verdünnung auf eine Konzentration von maximal 50 motilen Spermien 

pro Sichtfeld der Mikroskopkamera aber keine Auswirkungen hat. 

Die Grundabweichung der  normalisierten Veränderung betrug – 6,40 ± 12,29 % und 

deckt sich grundsätzlich mit den meisten Studien, die ebenfalls eine Korrelation zwi-

schen CASA und manueller Zählung in Bezug auf die Motilität sehen[25 – 28]. Eine Stu-

die hat eine erhöhte Veränderung von + 21 % Motilität im Vergleich zur manuellen 

Zählung[25] gezeigt, während eine weitere Studie nur eine Abweichung von 5 % dar-

stellt[26]. 

Da in den Abbildungen 6 und 7 jeweils 8 von 9 Messpunkten die gleiche Reihenfolge 

der Veränderungsausprägung der Probemedien zeigen, kann man feststellen, dass 

beide Methoden zumindest die gleichen Aussagen über die Probemedien abgeben 

können. Dazu muss man jedoch in Betracht ziehen, dass die Reihenfolge alleine 

48 / 61



nicht das beste Kriterium für diese Einschätzung ist, da die Ausprägungen der Verän-

derungen unterschiedlich stark sind und diese bei Medien mit weniger signifikanten 

Unterschieden der physikochemischen Faktoren vermutlich schwerer zu detektieren 

sind. Das heißt bei unserer Kontrolle, dem Auftau-Testmedium und dem Worstcase-

Testmedium sind die Unterschiede absichtlich stark gewählt, um diese auch detektie-

ren zu können. Wie gut sich CASA für Medien mit weniger starken Unterschieden 

eignet, sollte in Zukunft getestet werden.

Die durch beide Zählweisen festgestellten Veränderungen der Motilität nach dreistün-

diger Inkubation sollten im Anschluss durch HOS und Eosin-Test  teilweise erklärt 

werden. Beim HOS wurde getestet, ob die eingeschränkte Motilität durch eine Hem-

mung der Membranfunktionen hervorgerufen wird. Dies konnte anhand der Messda-

ten (Reihenfolge und Ausprägung der  Veränderungen)  nicht  bestätigt  werden.  Im 

Vergleich dazu lässt sich aber durchaus sagen, dass beim Eosin-Test eine Korrelati-

on besteht zwischen der dadurch getesteten Vitalität und der Motilitätseinschränkung 

der Spermien, da die Reihenfolge der Veränderungsausprägung (von geringster Ver-

änderung (WCT) zu stärkster Veränderung (Kontrolle)) der Probemedien und die Ver-

änderungen der Zählmethoden in 8 von 9 Messpunkten übereinstimmt. Auch hier ist 

die Ausprägung unterschiedlich, aber anhand der Medienauswahl detektierbar. Beide 

Methoden, die zur Einschätzung der Membranintegrität gewählt wurden, weichen je-

doch in keiner Probe stärker ab als 18,18 % von der Referenz ab, weshalb man 

davon ausgehen kann, dass die Einschränkung der Motilität bei Messpunkt 9 in Ab-

bildung 7 (Seite 42) von 74 % nicht auf die Membranintegrität zurückzuführen ist. 

Eine ähnliche Aussage wurde schon in einer zitierten Studie im Zusammenhang mit 

dem pH-Wert getroffen[11]. 

Abschließend lässt sich also sagen, dass man die manuelle Zählung durch die hier 

benutzte CASA-Software nicht ersetzen kann, sie aber durchaus als weitere Analyse-

methode einen Einsatz finden kann, wenn die Zeit nicht begrenzt ist.  Mit automati-

sierten Ausführung der Auswertungsschritte könnte der Zeitnachteil behoben werden 

und die Methode könnte zumindest Einsatz finden, um manuelle Zählungen in der 

Grundlagenforschung zu validieren oder zu invalidieren. 
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6.2. Rohdaten

Bei der Tabelle wird motil mit m, immotil mit i und Video mit V abgekürzt. Die Tage an 

denen nur Zeitpunkte (Tn) genannt werden, gehören zur Testreihe der Methodeneta-

blierung und die restlichen gehören zu Testreihe mit den Probemedien. 

Tabelle 16: Rohdaten der Spermazählungen vor der Methodenänderung mit Datum, Probenbezeich-

nung und Gesamtzellzahl. Teil 1.

Datum Probe 1.  Zählung 

m/i

2.  Zählung 

m/i

CASA-V 1 

m/i

CASA-V 2 

m/i

CASA-V  3 

m/i

Gesamt

zellzahl

15.09.25 T0 51/149 51/149 13 23 17 173

H74 27/173 27/173 9/40 7/39 3/44 142

H69 51/149 53/147 8 9 8 119

H-HSA 34/166 42/158 8/53 8/47 10/49 175

H+HPC 57/143 58/142 9/43 10/38 22/47 169
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Tabelle 17: Rohdaten der Spermazählungen vor der Methodenänderung mit Datum, Probenbezeich-

nung und Gesamtzellzahl. Teil 2.

Datum Probe 1.  Zählung 

m/i

2.  Zählung 

m/i

CASA-V 1 

m/i

CASA-V 2 

m/i

CASA-V  3 

m/i

Gesamt

zellzahl

17.09.25 T0 162/38 181/19 27/10 27/7 22/7 100

T0 2 154/46 156/44 32/3 27/13 22/11 108

K 1 153/47 158/42 57/10 50/9 42/25 193

K 2 146/54 146/54 29/15 32/6 35/10 127

ATT 1 135/65 147/57 22/10 13/14 22/11 92

ATT 2 124/76 135/65 22/12 19/12 25/13 103

WCT 86/114 91/109 12/11 13/11 9/16 72

18.09.25 T0 65/135 65/135 18/52 15/54 16/58 213

T50 70/130 70/130 23/52 25/54 21/55 230

T70 79/121 79/121 31/53 33/65 26/52 260

T100 54/146 61/139 18/54 8/49 8/53 190

T160 69/131 73/127 26/52 21/63 26/49 237

Tabelle 18: Rohdaten der Spermazählungen nach der Methodenänderung mit Datum, Probenbezeich-

nung und Gesamtzellzahl. Teil 1.

Datum Probe 1.  Zählung 

m/i

2.  Zählung 

m/i

CASA-V 1 

m/i

CASA-V 2 

m/i

CASA-V  3 

m/i

Gesamt

zellzahl

19.09.25 T0 93/107 84/106 20/24 19/23 13/21 120

T30 72/128 76/124 19/33 12/33 17/36 150

T40 76/124 79/121 16/39 22/33 17/39 166

T60 67/133 73/127 15/37 16/39 14/47 168

T80 72/128 72/128 15/42 13/31 13/49 163

T100 65/135 73/127 14/28 15/26 8/45 136

T120 58/142 60/140 6/38 8/38 8/42 140
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Tabelle 19: Rohdaten der Spermazählungen nach der Methodenänderung mit Datum, Probenbezeich-

nung und Gesamtzellzahl. Teil 2.

Datum Probe 1.  Zählung 

m/i

2.  Zählung 

m/i

CASA-V 1 

m/i

CASA-V 2 

m/i

CASA-V  3 

m/i

Gesamt

zellzahl

22.09.25 T0 147/53 137/63 22/7 25/6 24/7 91

K 140/60 152/48 22/4 18/6 23/5 78

ATT 1 130/70 144/56 20/8 19/9 21/4 81

ATT 2 105/95 106/94 - - - -

WCT 102/98 107/93 8/8 8/11 12/8 55

23.09.25 T0 108/92 102/98 22/12 22/22 18/17 113

T45 98/102 103/97 18/36 20/26 22/55 177

T80 64/136 67/133 7/28 10/38 14/45 142

T132 54/146 56/144 11/36 8/32 14/35 136

T150 61/139 63/137 17/44 10/37 14/43 165

T170 75/125 78/122 19/43 19/69 23/45 218

T187 51/149 53/147 15/40 10/28 8/35 136

T210 45/155 55/145 9/56 9/34 13/34 155

T230 41/159 50/150 11/42 5/35 6/32 131

24.09.25 T0 112/88 119/81 37/34 35/29 32/35 202

K 128/72 128/72 46/16 62/20 86/17 247

ATT 1 116/84 119/81 37/17 42/24 38/22 180

ATT 2 127/73 131/69 41/15 40/12 38/18 164

WCT 96/104 94/106 25/21 21/21 27/17 132
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Tabelle 20: Rohdaten der Spermazählungen nach der Methodenänderung mit Datum, Probenbezeich-

nung und Gesamtzellzahl. Teil 3.

Datum Probe 1.  Zählung 

m/i

2.  Zählung 

m/i

CASA-V 1 

m/i

CASA-V 2 

m/i

CASA-V  3 

m/i

Gesamt

zellzahl

25.09.25 T0 95/105 93/107 27/43 29/37 29/47 212

T20 95/105 93/107 20/60 25/28 30/43 206

T40 79/121 82/118 28/46 23/56 22/58 233

T60 78/122 75/125 19/33 15/35 14/42 158

T80 67/133 73/127 28/61 22/71 23/49 254

T100 42/158 54/146 10/37 9/30 17/47 150

29.09.25 T0 123/77 131/69 12/4 16/6 13/4 55

K 140/60 141/59 21/8 10/6 11/15 71

ATT 145/55 148/52 44/5 27/7 32/4 119

WCT 92/108 93/107 14/8 17/9 7/6 61

01.10.25 T0 171/29 173/27 28/2 25/1 24/2 82

T27 187/13 187/13 46/2 81/3 79/1 212

T42 180/20 186/14 25/2 25/0 24/0 76

T60 173/27 179/21 18/3 12/1 14/0 48

T146 168/32 172/28 24/2 24/0 17/1 68

T220 183/17 180/20 50/3 76/4 67/2 202

T240 178/22 178/22 54/4 27/1 44/2 132

T260 169/31 172/28 21/0 22/1 25/1 70

02.10.25 T0 74/126 70/130 30/52 27/31 19/47 206

K 91/109 89/111 28/30 31/42 28/29 188

ATT 86/114 80/120 23/36 40/40 20/35 194

WCT 62/138 64/136 17/34 13/33 27/34 158
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Tabelle 21: Rohdaten der Spermazählungen nach der Methodenänderung mit Datum, Probenbezeich-

nung und Gesamtzellzahl. Teil 4.

Datum Probe 1.  Zählung 

m/i

2.  Zählung 

m/i

CASA-V 1 

m/i

CASA-V 2 

m/i

CASA-V  3 

m/i

Gesamt

zellzahl

02.10.25 T0 156/44 161/39 16/6 28/4 17/4 75

T45 153/47 148/52 18/4 16/3 26/2 69

T69 146/54 154/46 30/6 22/2 14/3 77

T87 151/49 153/47 17/1 18/3 16/4 59

06.10.25 T0 131/69 131/69 31/9 20/13 22/6 101

K 145/55 144/56 22/3 30/6 25/2 88

ATT 141/59 144/56 31/9 24/7 35/5 111

WCT 132/68 134/66 27/8 24/5 26/6 96

09.10.25 K T0 106/94 112/88 26/32 37/16 28/34 173

ATT T0 85/115 94/106 18/32 15/34 28/34 161

WCT T0 92/108 98/102 30/31 16/25 40/23 165

K T180 143/57 142/58 72/23 60/23 68/24 270

ATT T180 120/80 129/71 48/28 66/36 51/18 247

WCT T180 100/100 116/84 27/29 29/22 28/17 152

K T246 145/55 147/53 107/24 117/17 85/19 369

10.10.25 K1 T0 72/128 74/126 16/46 19/57 20/43 201

K2 T16 55/145 56/144 11/38 6/43 10/49 157

K1 T45 68/132 74/126 15/62 20/52 20/60 229

K2 T60 43/157 50/150 10/22 11/26 5/36 137

K1 T90 65/135 65/135 19/52 20/58 22/65 236

K2 T115 38/162 48/152 16/42 8/56 11/53 186

K1 T180 56/144 49/151 9/53 16/53 7/65 203

K2 T195 55/145 77/123 18/38 14/48 16/60 194
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Tabelle 22: Rohdaten der Spermazählungen nach der Methodenänderung mit Datum, Probenbezeich-

nung und Gesamtzellzahl. Teil 5.

Datum Probe 1.  Zählung 

m/i

2.  Zählung 

m/i

CASA-V 1 

m/i

CASA-V 2 

m/i

CASA-V  3 

m/i

Gesamt

zellzahl

13.10.25 K T0 131/69 149/51 18/8 36/10 17/8 97

ATT T0 142/58 143/57 26/5 36/14 37/14 132

WCT T0 139/61 143/57 34/9 45/13 21/12 134

K T180 163/37 156/44 30/14 30/9 37/7 127

ATT T180 139/61 137/63 24/13 38/8 19/7 109

WCT T180 45/155 57/143 5/18 11/8 9/8 59

14.10.25 K T0 57/143 53/147 5/- 5/- 6/- 96

ATT T0 70/130 72/128 11/- 10/- 12/- 140

WCT T0 60/140 65/135 4/- 5/- 7/- 81

K T180 66/134 70/130 7/- 7/- 7/- 91

ATT T180 51/149 75/125 8/- 7/- 7/- 93

WCT T180 18/182 16/184 1/- 2/- 0/- 70

Tabelle 23: Die Rohdaten des HOS und Eosin-Tests der Probemedien. Ein – bedeutet ein Messwert, 

der nicht aufgenommen wurde und beim HOS waren manchmal keine 200 Spermien zählbar. Teil 1.

Datum Probe HOS Eosin-Tests

coiled uncoiled weiß rot

17.09.25 T0 1 80 24 180 20

T0 2 87 27 171 29

K 1 41 17 169 31

K 2 51 20 167 33

ATT 1 39 17 156 44

ATT 2 58 24 164 36

WCT 55 21 154 46
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Tabelle 24: Die Rohdaten des HOS und Eosin-Tests der Probemedien. Ein – bedeutet ein Messwert, 

der nicht aufgenommen wurde und beim HOS waren manchmal keine 200 Spermien zählbar. Teil 2.

Datum Probe HOS Eosin-Tests

coiled uncoiled weiß rot

22.09.25 T0 144 56 160 40

K 56 27 173 27

ATT 1 51 30 166 34

ATT 2 86 30 161 39

WCT 27 10 163 37

24.09.25 T0 157 43 162 38

K 78 23 160 40

ATT 1 76 29 150 50

ATT 2 76 26 156 44

WCT 54 23 148 52

29.09.25 T0 152 48 172 28

K 65 30 167 33

ATT 112 53 154 46

WCT 52 23 154 46

02.10.25 T0 183 17 187 13

K 175 25 184 16

ATT 173 27 190 10

WCT 173 27 185 15

06.10.25 T0 146 54 176 24

K 79 41 155 45

ATT 105 31 144 56

WCT 82 49 143 57
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Tabelle 25: Die Rohdaten des HOS und Eosin-Tests der Probemedien. Ein – bedeutet ein Messwert, 

der nicht aufgenommen wurde und beim HOS waren manchmal keine 200 Spermien zählbar. Teil 3.

Datum Probe HOS Eosin-Tests

coiled uncoiled weiß rot

09.10.25 K T0 167 33 162 38

K T180 151 49 160 40

ATT T0 - - - -

ATT T180 177 23 156 44

WCT T0 - - - -

WCT T180 158 42 156 44

13.10.25 K T0 131 69 170 30

K T180 73 23 176 24

ATT T0 - - - -

ATT T180 62 20 168 32

WCT T0 - - - -

WCT T180 68 36 158 42

14.10.25 K T0 139 61 - -

K T180 89 29 - -

ATT T0 - - - -

ATT T180 102 33 - -

WCT T0 - - - -

WCT T180 72 37 - -
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6.3. Eidestattliche Erklärung

Ich versichere, dass ich die vorliegende Arbeit ohne fremde Hilfe selbständig verfasst 

und nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe. Wörtlich oder dem 

Sinn nach aus anderen Werken entnommene Stellen sind unter Angabe der Quelle 

kenntlich gemacht. 

Ich erkläre mich damit einverstanden,  dass ein Exemplar meiner Bachelorthesis in 

die Bibliothek des Fachbereichs aufgenommen wird; Rechte Dritter werden dadurch 

nicht verletzt. 

Wesel, den 24. November 2025 Stefan Kieser
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