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SAMENVATTING

Voor een correcte beoordeling van de spermakwaliteit zijn een goede afnametechniek en een correcte
manipulatie van het sperma na afname van groot belang. Tot op heden wordt hondensperma beoordeeld
door het bepalen van de motiliteit, de concentratie en de morfologie. Deze drie parameters geven echter niet
altijd een correct beeld van het werkelijk bevruchtend vermogen van sperma. Sinds geruime tijd is bijvoor-
beeld bekend dat goed beweeglijk sperma niet noodzakelijkerwijs fertiel is.

De laatste jaren zijn verschillende nieuwe technieken op de markt gekomen om de spermakwaliteit pre-
ciezer en accurater te beoordelen. Door spermacellen aan bepaalde in vitro testen bloot te stellen, wordt het
mogelijk om een beter inzicht te krijgen in het bevruchtend vermogen van de spermacel. Computergeassis-
teerde sperma-analyse en spermamigratietesten geven niet alleen een idee over de progressieve motiliteit
van het sperma maar ook over de snelheid en de lineariteit waarmee de spermacellen zwemmen. Met behulp
van de Sperm Quality Analyzer kunnen de concentratie, de morfologie en de motiliteit van het sperma volle-
dig automatisch bepaald worden. Met de Hemizona-assay is het mogelijk het aantal spermacellen te bepa-
len die aan de zona gaat binden. De zonabinding van een subfertiele reu kan dan vergeleken worden met die
van een normale fertiele reu.

Verschillende fluorescerende kleurstoffen, zoals bijvoorbeeld CFDA, PI, SYBR14, PSA, kunnen mo-
menteel toegepast worden bij het spermaonderzoek en laten toe om onder andere de acrosoomreactie en de
membraanintactheid van spermacellen te beoordelen. Een bijkomend voordeel van het gebruik van fluo-
rescerende kleurstoffen is dat de spermacellen ook door middel van flow cytometrie beoordeeld kunnen
worden waardoor een groter aantal spermastalen op korte tijd kan worden onderzocht.

INLEIDING mastaal soms niet erg groot is (Linford et al., 1976).
Nieuwe onderzoekstechnieken, die gebaseerd zijn op
meer functionele karakteristiecken van het sperma,
kunnen een beter idee geven van de fertiliteit van een
bepaald ejaculaat. Functionele karakteristicken van
het sperma kunnen gerelateerd worden aan het ver-
mogen van het sperma om aan een eicel te binden of
deze te bevruchten, of aan de aanwezigheid van be-
paalde celfuncties die de spermacel moet kunnen ver-
vullen om een eicel intact te kunnen bereiken. Het in-
troduceren van deze nieuwe technieken is een stap
voorwaarts bij het beoordelen van de fertiliteit van
een bepaalde reu.

Hetbelangrijkste criterium om de fertiliteit van een
ejaculaat, hetzij vers, hetzij verdund of ingevroren te
beoordelen, is het te insemineren en de geboorte van
eventuele puppies af te wachten. Het is duidelijk dat
deze benaderingswijze onvermijdelijk leidt tot veel
tij dverlies en onkosten en daarbij nog aanleiding
geeft tot de geboorte van ongewenste puppies. Alter-
natieve methoden om de functionaliteit van sperma-
cellenbij dehond te testen zijn daarom erg gewenst.

In dit artikel wordt een overzicht gegeven van de
evolutie die de laatste jaren is opgetreden bij de con-
trole van de fertiliteit van de reu. Het beoordelen van
het sperma begint bij een goede afname en een correcte :
manipulatie van het sperma. Conventioneel wordt de AFNAME VAN HONDENSPERMA
kwaliteit van een ejaculaat vastgesteld door het bepa-
len van de concentratie, de motiliteit en de morfolo-
gie, alhoewel reeds lang bekend is dat de correlatie
tussen deze parameters en de fertiliteit van het sper-

Bij de meeste huisdieren wordt sperma opge-
vangen in een kunstvagina. Alhoewel deze metho-
de bij de hond ook kan toegepast worden (Stockner
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Tabel 1. Normale parameters voor het ejaculaat van een reu.

Parameter

Waarde

pH
' :Volume L
 Berste fractie
Tweede fractie
Derde fractie
Progressieve motiliteit
Normale spefmamorfologie .
’Spermé —aantal per ejaculaat

_WBC

. Aikalié.ché fosfatase

6367

S70%

>200x 10°
<2000 /ml

1-30ml.
1-12 ml
1-2 ml

tot 20 ml

>80 %

5000-40 000 TU n

enBardwick, 1991, Schuberten Seager, 1991), wordt
meestal gebruik gemaakt van de manuele stimulatie
van de reu (Hendrikse, 1984). Behalve bij zeer erva-
ren reuen, die getraind zijn en waarbij herhaaldelijk
sperma wordt afgenomen, is de aanwezigheid van een
loopse teef ten zeerste gewenst om de reu te stimule-
ren. Voor een uitgebreide beschrijving van de afname
van hondensperma wordt verwezen naar de literatuur
(Hendrikse, 1984; Stockner en Bardwick, 1991). Kort
samengevat wordt als volgt te werk gegaan:
Deerectie wordt opgewekt door eenlichte massage
van de bulbus glandis of het caudale deel van de glans
doorheen het preputium. Wanneer de bulbus begint te
zwellen, wordt het preputium naar caudaal geschoven
totachter debulbus (Figuur 1). Zo blijfthet preputium
gefixeerd. Men oefent verder een lichte massage uit
op de urethra achter de bulbus. Als de erectie voltooid
is en de reu voldoende gestimuleerd is, dan volgt de
ejaculatie vrij snel. Het ejaculaat wordt bij de reu vrij-
gesteld in drie fracties (Figuur 2), waarbij alleen de
tweede fractie sperma bevat en opgevangen dient te
worden. De eerste fractie is waterhelder, bestaat uit
prostaatvocht (England, 1990) ennietuit vocht van de
urethraklieren zoals vroeger vaak verkeerdelijk werd
aangenomen. De eerste fractie wordt in de regel niet
opgevangen, te meer omdat de reu vaak nog heftige
dekbewegingen kan uitvoeren die het opvangen van
het ejaculaat bemoeilijken. De tweede fractie is de
spermarijke fractie die melk- tot roomachtig van con-
sistentie is. Het volume van deze fractie varieert van
0,1 tot 5 ml en de lozingtijd duurt ongeveer één mi-

nuut. De derde fase bestaat uit helder prostaatvocht.
Als deze fractie begint te komen, worden de stimula-
tie van de reu en het collecteren van het ejaculaat stop-
gezet, omdat het prostaatvocht de spermakwaliteit bij
het invriezen negatief beinvloedt.

Het libido van de hond kan beinvloed worden door
psychische, fysische en omgevingsfactoren. Er zijn
rasverschillen in libido beschreven, zoals bijvoor-
beeld bij de Ierse wolfshond die een lagere libido zou
hebben dan andere rassen (Dahlbom et al., 1995,
1997a). Obese dieren hebben ook een lagere libido.
Alhoewel hypothyroidie vaak beschreven wordt als
een oorzaak van verminderde libido, kon in eenrecente

~ studie waarbij experimenteel hypothyroidie bij zes

honden werd geinduceerd, geen invloed van een ver-
minderde schildklierfunctie op de reproductieve
functies aangetoond worden (Johnson et al., 1999),
zodat het verband tussen hypothyroidie en infertiliteit
nog niet duidelijk aangetoond is. Het mislukken van
een sperma-afname door een gebrek aan libido bij de
reu vormt een probleem wanneer de fertiliteit van de
reu geévalueerd moet worden. Een vroegere pijnlijke
ervaring bij het dekken of pijn aan rug, poten of voort-
plantingsstelsel kunnen dit veroorzaken. Voordat een
nieuwe poging wordt ondernomen, dient een dergelijke
reu grondig onderzocht te worden.

Vaak wordt de vraag gesteld hoe vaak een hond kan
dekken zonder dat de spermakwaliteit vermindert.
Hierbij moet een onderscheid gemaakt worden tussen
de dagelijkse spermaproductie van de reu in de testis
ende hoeveelheid sperma die opgeslagen zit in de epi-
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didymis en ductus deferens en effectief vrijgezet
wordt tijdens de ejaculatie (extragonadale reserve).
Onderzoek heeft aangetoond dat bij dagelijkse sper-
ma-afname de extragonadale reserves binnen 5-7 da-
genuitgeput zijn (Olar et al., 1983). De totale sperma-
productie per ejaculatie wordt dan heel laag (Olar et
al., 1983, Boucher ef al., 1958). Wanneer sperma
moet afgenomen worden voor een fertiliteitsonder-
zoek of voor invriezen is seksuele rust aan te raden ge-
durende 4-5 dagen voor de spermacollectie. Men kan
echter wel een extra sperma-afname doen ongeveer
één uur na de eerste. Hierdoor kan men de totale hoe-
veelheid sperma die verkregen wordt voor insemina-
tie of invriezen met 70 % opdrijven (England, 1999)
zonder inbreuk te doen op de spermakwaliteit.

CONVENTIONELE KWALITEITSCONTROLE VAN
HONDENSPERMA

De conventionele kwaliteitscontrole van honden-
sperma bestaat zoals reeds vermeld uit het bepalen
vande concentratie, de motiliteit en de morfologie.
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Concentratie

De concentratie van sperma is een weergave van
het aantal zaadcellen per volume-eenheid en is dus
natuurlijk afhankelijk van het ejaculaatvolume dat
werd opgevangen. Een bijmenging van prostaatvocht
verdunt vanzelfsprekend de concentratie. Daarom
wordt in een aantal studies de voorkeur gegeven aan
debepaling van het totaal aantal spermacellen per eja-
culaat (Stockner en Bardwick, 1991, Schuberten Sea-
ger, 1991). De variatie is zeer groot (Tabel 2) dus is
hetmoeilijk een lijn te trekken in de hoeveelheid sper-
macellen die geproduceerd wordt. Algemeen kan ge-
steld worden dat het aantal spermacellen negatief bein-
vloed wordt door inteelt en door een te gering libido,
waardoor er een onvolledige ejaculatie optreedt
(Hendrikse, 1984). Zoals al eerder vermeld, kan een
te hoge dekfrequentie ook een nadelige invloed heb-
ben op de sperma-output. In een uitgebreide studie in
Nederland werd aangetoond dat de grootte van de
hond positief gecorreleerd is met de spermaproductie
(Hendrikse en Antonisse, 1984). Dit kon niet be-

Tabel 2. Correlatie fertiliteit en conventionele spermakarakteristiecken volgens de literatuur.

L @=15)

N reuen N spermacellen/ % Motiele % Normale Referentie
ejaculaat x 10° spermacellen morfologie
(range)
Pertiel (n=150) 365 . 60% .  Stockner en Bardwick
. s3se0) (20-100 %)  (5595%) "1‘§  (1991) .
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vestigd worden in een meer recente studie met minder
honden, maar ook in deze studie konden, evenals in
de Nederlandse studie, rasverschillen in spermakwa-
liteit aangetoond worden. Meer bepaald bij de Duitse
herder was de totale sperma-output significant hoger
danbij andere rassen (England, 1999). Het totaal aan-
tal spermacellen is van belang wanneer het ejaculaat
gebruikt moet worden voor verse inseminatie of wan-
neer het sperma ingevroren moet worden, om het aan-
tal inseminaties te berekenen. Meestal worden er 150
miljoen verse of 300 miljoen ingevroren en ontdooide
spermacellen per inseminatie ingebracht. Er bestaan
echter geen literatuurgegevens over de minimale hoe-
veelheid sperma die nodig is om bevruchting te garan-
deren.

Motiliteit

Tot op heden is de meest gebruikte methode om de
fertiliteit van vers en ontdooid sperma te beoordelen
het controleren van de beweeglijkheid. Ditis een sub-
jectieve methode, waarbij door de onderzoeker, na
microscopische evaluatie, een score wordt gegeven
om het percentage progressief beweeglijke sperma-
cellenaante duiden. Vooral bij het onderzoek van vers
sperma kunnen bepaalde handelingen een negatieve
invloed op de motiliteit uitoefenen zoals koudeshock,
langdurige incubatie in prostaatvocht of het in contact
brengen met toxische substanties (bij spermacollectie
of inseminatie), zoals rubber (kunstvagina), glijmid-
delen, zoals K-Y lubricant Jelly en Staycept jelly en
spuiten (rubberstop) (England en Allen, 1992). Ook
wanneer het sperma geévalueerd wordt aan de rand bij
opdrogende preparaten schat men de motiliteit te laag
in. De motiliteit wordt te hoog beoordeeld bij sperma
dat rond luchtbellen bewee gt. Talkpoeder, atkomstig
van handschoenen die gebruikt worden bij de sper-
maname, kan ook toxisch zijn. Een juiste behande-
ling van het preparaat is dus zeer belangrijk bij het
schatten van de motiliteit.

Het is al bijna dertig jaar bekend dat goed beweeg-
lijk sperma niet noodzakelijk fertiel hoeft te zijn (Pur-
sel et al., 1972), en omgekeerd kan onbeweeglijk
sperma toch leefbaar zijn en beweeglijk worden wan-
neer het geinsemineerd wordt of in een geschikte
verdunner wordt gebracht. Cafeine bijvoorbeeld kan
de spermamotiliteit in vitro opmerkelijk verhogen
door het spermametabolisme te activeren, evenals
pentoxifylline, dat het meest effectiefis als het tijdens

het ontdooien wordt toegevoegd (Koutsarova et al.,
1997).
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Op welk tijdstip moet de motiliteit van een sper-
mastaal onderzocht worden? Bij vers sperma is het
duidelijk dat dit het best zo snel mogelijk na de afna-
me gebeurt. Ingevroren sperma kan onmiddellijk ng
ontdooien beoordeeld worden op motiliteit of het kan
gedurende enkele uren bij 37°C geincubeerd worden
en pas daarna onderzocht worden (thermoresistentie-
test). Sommige onderzoekers hechten meer waarde
aan de thermoresistentietest omdat ontdooid sperma
dat in de teef gebracht wordt ook gedurende een
bepaalde tijd bij een temperatuur van 37°C moet
overleven. In een studie waarbij twee verschillen-
de invriestechnieken (de Andersenmethode en de
CLONE-methode) met elkaar vergeleken werden,
konden er bij het ontdooide sperma wel significante
verschillen in thermoresistentie aangetoond worden,
maar geen verschillen in drachtigheden na zowel in-
travaginale als intra-uteriene inseminatie (Strém ef
al., 1997).

Er zijn slechts weinig studies beschikbaar waarbij
de motiliteit gecorreleerd wordt met het percentage
drachtigheden. Bij vers sperma is het nog mogelijk
om drachten te verkrijgen met sperma dat een motili-
teitvan20-30 % vertoont en zelfs met sperma datmin-
derdan 10 % beweeglijk is. Bij ingevroren spermalig-
gen de ‘cut-off” waarden voor spermamotiliteit op
40% (Linde-Forsberg en Forsberg, 1989).

Morfologie

De beoordeling van de morfologie van vers sperma
wordt vooral uitgevoerd bij fertiliteitsproblemen, bij
het invriezen van sperma en bij een inseminatie. De
morfologie wordt meestal bestudeerd met behulp van
fasecontrastlichtmicroscopie en met een eenvoudige
kleurtechniek, zoals de eosine-nigrosinekleuring (Fi-
guur 3) en de Spermac-kleuring. Een model voor het
onderzoek van hondensperma is voorgesteld door
Oettlé (1993), waarbij een onderscheid gemaakt
wordt tussen afwijkingen aan acrosoom, kop, mid-
denstuk en staart. Inseminatie van vers sperma van di-
verse reuen bij een groep teven leidde tot de vaststel-
ling dat de fertiliteit significant lager lag na
inseminatie van een spermastaal dat minder dan 60 %
normale spermacellen bevatte (Oettlé, 1993). Dit cri-
terium kan dan ook als kwaliteitsstandaard gebruikt
worden bij het beoordelen van sperma van een fokreu
of voor een inseminatie.

Wanneer de spermamorfologiec beoordeeld moet
worden vooér of nainvriezen, moet men met een aantal
zakenrekening houden. Er werd reeds aangetoond dat
spermastalen met relatief veel gebogen middenstuk-
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Fig. 1. Fixatie preputium achter de bulbus van de penis bij  Fig. 2. Drie fracties van het ejaculaat van dehond
sperma-afname van de hond. (1. heldere prostaatfractie 2 de spermafractie 3. opnieuw
- prostaatfractie

Fig. 3. Eosine-nigrosinekleuring van hondensperma Fig. 4. PSA-kleuring van spermacellen (de kop van de cel
(bovenaan in beeld (pijl)=dode spermacellen; de overige zijn kleurt volledig groen, wat wijst op een intacte, niet gereageerde.
levende, membraanintacte spermacellen). acrosoom).

Fig. 5. PSA-kleuring van spermacellen (de acrosoom heeft Fig. 6. SYBR14-PI-kleuring van hondensperma (de groene
gereageerd, te zien aan de groene band t.h.v. het spermacellen hebbennogeenintacte celmembraan: bij de rode
equatoriaalvlak van de spermacel). spermacellen is de celmembraan niet meer intact.
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ken en staarten zeer slecht in te vriezen zijn en na ont-
dooien geen progressieve motiliteit meer vertonen.
Ook proximale protoplasmadruppels zouden een ne-
gatief effect hebben op de spermaoverleving tijdens
het invries- en ontdooiproces (Morton en Bruce,
1989, Néthling et al., 1997). Standaard moet het eja-
culaat 80 % normale spermacellen bevatten om in-
vriesbaar te zijn. Tijdens het invriezen van honden-
sperma worden er veranderingen geinduceerd aan de
spermacelmembraan en dus ook aan de membraan
van het acrosoom. Het optreden van acrosoomveran-
deringen na het invriezen is bij de hond goed gedocu-
menteerd (Oettlé, 1986; Rodriguez-Martinez et al.,
1993). Deze acrosoomveranderingen zijn niet altijd
zichtbaar wanneer fasecontrastmicroscopie of een
gewone eosine-nigrosinekleuring gebruikt wordt.
Daarom is het aangewezen een speciale techniek te
gebruiken om de intactheid van het acrosoom na het
ontdooien te evalueren. Dit kan door middel van
transmissie-elektronen microscopie of TEM (Holst
et al., 1998) of door middel van een specifieke acro-
soomkleuring, zoals Spermac, of met FITC gelabelde
pisum sativum agglutinine (PSA; figuur 4 en 5) of
peanut agglutinine (PNA) (Sirivaidyapong et al.,
2000).

Nieuwe technieken bij spermakwaliteitscontrole

Wanneer men de correlatie van bepaalde in vitro
testen met de werkelijke fertiliteit van het sperma wil
bepalen, wordt het al gauw duidelijk dat slechts een
combinatie van verschillende in vitro testen een aan-
duiding kan geven over het werkelijk in vivo bevruch-
tend vermogen van het sperma (Amann, 1989). Het is
namelijk zo dat sperma, zoals reeds eerder gezegd,
verschillende functies moet kunnen uitvoeren en dat
de bevruchting van een eicel door een zaadcel bestaat
uit het succesvol verloop van een cascade van reac-
ties. Hoe meer spermacellen in een ejaculaat in staat
zijn om deze stappen te doorlopen, hoe meer kans er
op bevruchting is.

In vitro testen die deze verschillende functies con-
troleren zijn gedurende de laatste jaren met de op-
komst van de moderne voortplantingstechnieken
meer en meer in voege gekomen,

Functionele motiliteit

Het beoordelen van de motiliteit kan door middel
van de bovenvermelde subjectieve methode, maar is
gedurende de laatste jaren verfijnd door de opkomst
van computergeassisteerde sperma-analyse en sper-
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mamigratietesten. De computeranalyse van sperma.
motiliteit geeft vergelijkbare resultaten met die vay
de subjectieve analyse over de progressieve motiliteit
en kan daarbij nog extra informatie geven over de
snelheid van de spermacellen en de lineariteit waar.
mee ze zwemmen (Giinzel-Apel ef al., 1993; Mogas
et al., 1998). Subtiele veranderingen in het motil;.
teitspatroon die indicatief zijn voor capacitatie kun.
nen zo opgemerkt worden (Rota et al., 1999). Andere
methoden waarmee de motiliteit onderzocht kan wor.
denis de transmigratietest, waarbij het aantal sperma-
cellen dat naar het oppervlak van medium in een
proefbuis zwemt, wordt geteld (Schifer ez al., 1997).
Ook de Sperm Quality Analyzer (SQA), een toeste]
dat in de humane geneeskunde wordt gebruikt, kan
aangewend worden om drie parameters, namelijk de
concentratie, de morfologie en de motiliteit, te bepa-
len. Dit toestel geeft deze parameters als een getal
weer: de Sperm Motility Index of SMI. In een studie
uitgevoerd met humaan sperma werd een goede cor-
relatie teruggevonden tussen de SMI en de concentra-
tie van progressief beweeglijke spermatozoa
(Mahmoudetal., 1998, Martinez et al.,2000). Ook bij
de hond zou de SMI vergelijkbaar zijn met de conven-
tionele parameters, waardoor het spermaonderzoek
dus volledig automatisch, zonder microscoop, kan
uitgevoerd worden (Verstegen, 1997, persoonlijke
mededeling).

Thermoresistentietest

Zoals reeds vermeld wordt de kwaliteit van ont-
dooid sperma soms gerelateerd aan de duur van de
overleving bij 38°C (thermoresistentietest). De moti-
liteit van het sperma wordt tot 4 uur na de start van de
incubatie beoordeeld, waarbij de motiliteit afneemt
van40-50 % onmiddellijk na het ontdooientot 5-15 %
na 4 uur incubatie (Pena ef al., 1998a). De behande-
ling met pentoxyfylline verbetert de motiliteit tot
ongeveer 30 % na 5-6 uur bij 38°C (Koutsarova et al.,
1997). De thermoresistentietestis een indicator omde
fertiliteit te voorspellen bij de mens (Stovall et al.,
1994) en bij het varken (Larsson en Einarsson, 1976).
Bij de hond is de betrouwbaarheid van de test echter
omstreden (Strém et al., 1997).

Morfometrie

Spermamorfologie kan ook door middel van com-
putergestuurde beeldanalysesystemen beoordeeld
worden. Hondensperma is anisospermisch, dit wil
zeggen datniet alle spermacellen een identieke groot-
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te of vorm hebben. Kopafwijkingen zijn belangrijker
dan afwijkingen van de staart en het middenstuk. Met
behulp van de computer kan men de spermakoppen
opmeten en zodoende de objectiviteit, de betrouw-
baarheid en de herhaalbaarheid van de procedure ver-
groten. Omdat bij normale honden veel variatie be-
staat in afmetingen van de spermakop en omdat de
kleurtechniek de grootte van de spermakoppen kan
beinvloeden, moet er nog meer onderzoek gebeuren
vooraleer deze techniek in de routinespermabeoorde-
ling kan ingeschakeld worden (Dahlbom et al.,
1997b)

Membraanintactheid

Meestal wordt de intactheid van de spermamem-
braan getest door middel van een supravitaalkleuring,
zoals eosine-nigrosine, waarbij de eosinekleurstof
penetreert door beschadigde membranen heen. De
laatste jaren is een aantal fluorescerende kleurstoffen
op de markt gekomen die dezelfde eigenschappen
hebben. Zo werd de combinatie carboxifluoresceine
diacetaat (CFDA) en propidium jodide (PI) reeds met
goed gevolg toegepast bij hondensperma. Levende
spermacellen fluoresceren groen (CFDA) en dode
zijn rood (PI) (Pena et al., 1998b). Het voordeel van
deze techniek is dat de spermacellen niet alleen onder
de microscoop maar ook door middel van flow cyto-
metrie beoordeeld kunnen worden, wat toelaat om
veel grotere aantallen op korte tijd te onderzoeken.
Momenteel is er een commerciéle kit op de markt, de
Live-Dead stain (Molecular Probes), die dezelfde re-
sultaten geeft maar waarvan de componenten bestaan
uit SYBR14 en PI (Figuur 6), en die reeds uitgetest
werd met stierensperma (De Pauw et al., 1999) en
hondensperma.

Een andere manier om de membraanintactheid te
onderzoeken is de hypo-osmotische zwellingstest
(HOS). Als spermacellen in een hypotoon medium
geincubeerd worden, nemen ze water op en begint de
staart op te rollen (England en Plummer, 1993). Deze
test zou eerder de functionaliteit van de membraan na-
gaan, waarbij ook lichtere membraanbeschadigingen
aangetoond worden.

Vermogen tot acrosoomreactie

Nieuwe fluorescente kleurstoffen kunnen gebruikt
worden om de acrosoomreactie bij hondenspermaaan
te tonen. Voordelen van het gebruik van fluoresceren-
de kleurstoffen zijn dat zowel de functie als de morfo-
logie van de spermacellen kunnen onderzocht worden
zonder interferentie van de media. Ook is hetkleurpa-

troon van de spermacellen meer consistent.
Verschillende functionele parameters kunnen met
verschillende kleurstoffen tegelijkertijd geévalueerd
worden. Meestal wordt de acrosoomreactie aang-
etoond met lectines die geconjugeerd zijn aan fluores-
ceine, zoals Peanut Agglutinine (PNA) (Sirivaidya-
pong et al., 2000) of Pisum Sativum Agglutinine
(PSA) (Penaetal., 1999aen 1999b). PSA kan gecom-
bineerd worden met Carboxy-SNARF-1 en PI om de
levend-dood verhouding in een spermastaal te bepa-
len (Pena et al., 1999a). Een interessante nieuwe ont-
wikkeling in dit opzicht is dat men door het kunstma-
tig induceren van de acrosoomreactie in een vers
spermastaal kan voorspellen hoe goed het sperma in
te vriezen is (Szasz et al., 2000b).

Zonabinding

De acrosoomreactie vindt plaats ter hoogte van de
zona pellucida en het sperma bindt dan aan de zona
om deze vervolgens te penetreren en dan met de eicel
te versmelten. Bij verschillende diersoorten is er een
test ontwikkeld om de zonabindingscapaciteit van
spermastalen te onderzoeken. Deze testis de Hemizo-
na-assay (HZA). Hiertoe wordt een eicel van een
hond door middel van micromanipulatie in twee
gekliefd. De zona valt dan uiteen in twee helften en
elke helft wordt met een spermastaal geincubeerd. De
spermacellen binden aan de zona en het aantal gebon-
den cellen kan bepaald worden. Zo kan men de zona-
binding van een subfertiele reu vergelijken met die
van een fertiele reu (Mayenco-Aguirre en Perez-Cor-
tes, 1998). Of men kan de binding van een ingevroren
spermastaal vergelijken met de binding van een vers
spermastaal (Ivanova et al., 1999).

Eicelpenetratie

De ultieme test is het onderzoeken of het sperma in
staat is een eicel te bevruchten. In vitro fertilisatie kan
nu al bij een aantal van onze huisdieren uitgevoerd
worden maar is nog niet zo ver ontwikkeld bij de
hond, tenminste niet met een normale embryonale
ontwikkeling als gevolg. Uniek bij de hond is het feit
dat onrijpe eicellen ook gepenetreerd kunnen worden
(Mahi enYanagimachi, 1976). Door deze eigenschap
kunnen onrijpe hondeneicellen gebruikt worden in
een functionele test voor hondenspermacellen (He-
witt en England, 1997) om de bevruchtingskracht
vaningevroren sperma te beoordelen en zelfs om de
spermakwaliteit van wolven na te gaan (Hay et al.,
1997).




CONCLUSIE

Het is duidelijk dat de beoordeling van honden-
sperma nu veel vollediger kan gebeuren dan pakweg
tien jaar geleden. Met de nieuwe onderzoeksmetho-
den is het mogelijk de verschillende functies die een
spermacel moet bezitten om een eicel te kunnen be-
vruchten, preciezer te beoordelen. Dit kan vooral nut-
tig zijn om de fertiliteit van ingevroren sperma te be-
oordelen. Hoewel de oude, vertrouwde parameters,
namelijk de motiliteit, de concentratie en de morfolo-
gie, nietaltijd een exact beeld geven van het werkelijk
bevruchtend vermogen van spermacellen, zijn ze
voor de beoordeling van vers sperma nog zeker vol-
doende.
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