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Podstawowe parametry nasienia wg WHO

Objetosc

PH

Liczba plemnikow
Ruchliwos¢ ogolna

Ruchliwos¢ postepowa
Morfologia
Zywotno$é

L eukocyty

Cynk (catkowity)
Fruktoza

MAR Test
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Wartosci prawidlowe parametrow nasienia
wg WHO (1999)

Objetosc
pH
Liczba plemnikow
Ogodlna liczba plemnikow
Ruchliwosc¢ ogolna

a) Szybka linearna
Morfologia
Zywotnosé
Leukocyty
Cynk (catkowity)
Fruktoza
MAR Test

> 2,0 ml

> 7,2

20 X 10 /ml

> 40 X 10% w ejakulacie
>50%

> 25%

> 14%

> 75%

<1 X 108/ml

> 2,4 umol w ejakulacie
> 13 umol w ejakulacie
< 50 % adhezji



Wartosci prawidtowe parametrow nasienia
wg WHO (2010)

Table A1.1 Lower reference limits (5th centiles and their 95% confidence intervals) for semen charac-
teristics

Parameter Lower reference limit
Semen volume (mil) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm number (10° per gjaculate) 39 (33-46)
Sperm concentration (10% per mi) 15 (12-16)
Total motility (PR + NP, 94 40 (38-42)
Progressive motility (PR, 94) 32 (31-34)
Vitality (live spermatozoa, %) 58 (55-63)
Sperm morphology (normal forms, 96) 4 (3.0-4.0)
Other consensus threshold values

pH =1.2
Peroxidase-positive leukocytes (10° per mi) <1.0

MAR test (motile spermatozoa with bound particles, %) <50
Immunobead test (motile spermatozoa with bound beads, 9%) <b0
Seminal zinc (umol/ejaculate) =2.4
Seminal fructose (umol/ejaculate) =13

Seminal neutral glucosidase (mU/gjaculate) =20
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Pobranie materiatu

Okres abstynencji: 2 — 7 dni przed badaniem
Pobranie przez masturbacje. Prezerwatywy
Pojemnik szklany lub plastykowy — sterylny

Pro
Bac

be do badania stanowi ejakulat w catosci
anie proby w ciggu 1 h od momentu

odc

ania — transport - temperatura

Optymalne warunki — specjalny pokoj do
oddania blisko laboratorium

Zidentyfikowac pojemnik z nazwiskiem,

kod

em paskowym, numerem porzgdkowym

badania, numerem PESEL, godzing pobrania






Wstepna ocena makroskopowa
nasienia



Wstepna ocena makroskopowa

o Czas uptynnienia ejakulatu
norma: < 60 min.
o Wyglad
prawidtowy lub nieprawidtowy
o Objetosc
norma: > 1,5 ml - normospermia
o < 1,5 ml - hipospermia
o = 6 ml - hiperspermia
o Lepkosc
normalna —+
lekko podwyzszona ++
bardzo podwyzszona +++
o pH
norma: 7,2 — 8,0




Wyglad Lepkos¢




100 Streifen

Spezial-Indikatorpapier
pH 6,4—8,0

mit Farbskala

lIndikatorp,
pHG4—89  Piey

mit Frms

spe#i®

Atlas of spermatology. Springer Verlag 1990 p H
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Analiza makroskopowa

Wyglad
Przezroczysty, potprzezroczysty, nieprzezroczysty
o Nieprzezroczysty — leukocyty, inne elementy komorkowe
Uptynnienie

Sredni czas uptynnienia 20 min

o Przedtuzenie czasu uptynnienia lub brak uptynnienia —
nienormalne wydzieliny prostaty

Kolor i zapach
Biato-szarawy, pertowy, zottawy
o Czerwonawy — hematospermia
o Brgzowe — stara krew
o Przezroczyste z6ttawy - obecnos¢ moczu
Zapach swoisty
Lepkosc
do 40 mm dtugosci rozciggajacej sie nitki
o Wysoka lepkos¢ + obnizona ruchliwos¢ plemnikow —

obnizone zaptodnienie: brak penetracji plemnikéw do
sluzu szyjkowego



Objetosc ejakulatu

o Objetosc
1,5 - 6ml

o Aspermia
Ejakulacja wsteczna
Przebyta operacja w okolicy szyi pecherza moczowego
Urazy
Uszkodzenia unerwienia autonomicznego
Cukrzyca

o Hipospermia
Czesciowe pobranie nasienia
Czesciowa ejakulacja — orgazm niekompletny
Nieodpowiedni okres abstynencji
Niedroznos¢ drég wyprowadzajgcych
Wrodzony brak pecherzykow nasiennych
Nowotwory
Czesciowa ejakulacja wsteczna

o Hyperspermia

Dtugi okres abstynencji
Nadprodukcja wydzielin przez pecherzyki nasienne




Wstepna ocena mikroskopowa
nasienia




Wstepna ocena mikroskopowa
Ocena ruchliwosci plemnikow

» Ruchliwos¢ postepowa (PR): aktywny ruch plemnikéw,

albo liniowej lub
duze kota, niezaleznie od predkosci.

» Ruchliwosc¢ nie postepowa (NP): wszystkie inne wzory

ruchliwosci wykazujgce brak ruchu postepowego np.
ptyniecie w matych kregach, silny ruch witki powodujacy
lateralnego przemieszczenia gtowki lub gdy plemniki
wykazujq tylko ruch witki

Nieruchliwy (IM): brak ruchu.

» Dolna granica odniesienia

+» Dolna granica odniesienia dla ogolnej ruchliwosci
(PR + NP) wynosi 40% (5 centyla, 95% CI: 38-42).

» Dolna granica odniesienia dla ruchliwosci
postepowej (PR) jest 32% (5 centyla, 95% CI: 31-
34).



Ruchliwosc¢ plemnikow

o Asthenozoospermia
Czynniki patologiczne
Wady wrodzone
Czynniki immunologiczne
Czynniki idiopatyczne
Przyczyny proceduralne
o Fizjologiczne
Brak pierwszej frakcji nasienia
Dtugi okres abstynencji
o Psychologiczne
Brak odpowiedniej stymulacji seksualnej

o Metodologiczne

Nieodpowiedni transport — niska temperatura lub wysoka
temperatura

Analiza powinna byc¢ przeprowadzona przy temperaturze 37°C

Ruchliwos¢ jest zalezna od czasu, spada o ponad 50% po
4 godzinach od pobrania nasienia

Nieodpowiednie naczynia do pobrania i transportu
o Niewtasciwie myte
o Nieodpowiednia sterylizacja




Komora Neubauer’a




Komora Makler’a




Mianownictwo stosowane w spermiogramie
w zaleznosci od gestosci nasienia 10%/ml

Azoospermia

brak plemnikow

ekstremalna kilka plemnikdw po wirowaniu
Oligozoospermia E;r;lkzao g2ea ,15 gg ?O

lekka 10 do 20
Normozoospermia 20 do 250
Polizoospermia powyze) 250

Radwan 1998




Koncentracja i
ogolna liczba plemnikow

o Koncentracja plemnikoéw jako jedyny parametr nie jest
adekwatnym wskaznikiem potencjafu zaptadniajgcego nasienia

Polizoospermia

O
O

Wysokiej koncentracji towarzyszg mierne parametry nasienia
Obnizona ptodnos¢

Oligozoospermia

O

O O O O O

O

Utrata pierwszej frakcji ejakulatu podczas oddania
Krotki okres abstynencji

Czesciowa ejakulacja — niekompletny orgazm
Czynniki patologiczne

Wady wrodzone

Czynniki terapeutyczne

Czynniki idiopatyczne

Azoospermia

O

O O O O O

Niedroznos$¢ drég wyprowadzajacych
Niewydolnos¢ hormonalna

Wady wrodzone

Czynniki terapeutyczne

Czynniki immunologiczne

Czynniki idiopatyczne



Zywotnosé

Fig. 2.5 Eosin—nigrosin smear obsarved in brightfield optics

Spermatozoa with red (D1) or dark pink (D2) heads are consldered dead {membrane-damaged |,
whereas spermetozoa with white heads (L} or light pink heads are considersed alive (membrame-
Intact].

Micrograph cowresy of Tz Cooper



Aglutynacja

o Aglutynacja plemnikow
Niespecyficzna
o Plemniki aglutynowane dokota roznych
elementow komoérkowych lub
niekomorkowych i wydzielin
o Nie ma znaczenia klinicznego. Moze byc
nadmierna przy leukospermii

Specyficzna

o Gtodwkami, gtowka-witka, witka-witka,
mieszana

o Przyczyna immunologiczna



Fig. 2.3 Schematic disgram of different extents of sperm agglutnation

Degree of agglutination

1. lanlated 2. Moderate 3. Large (agglutl-
Parts involved =10 sperm/ (10-50 spermd  nates =50 sparm,

agglutinate, agglutinate, some spearm still

many free free spenm ) free)

SpErm )
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0. Mixed (clear head-
to-head and taill-to-1ad
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E. Tangle (heads and
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nates &3 they ane in tall-
to-tall agghutnetion)

Repraduced from Rose af al. ([TA78) by pemnission of Wiiey Biackwe

4. Gross (all
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tnated, and
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intefcannec-
ted)




Agregacja plemnikow

Flg. 2.2 Non-specific aggregation of spermatozoa in semen

Wiews of spamatozoa sggregated with an eplthelial cel (a), debris (b)or spermatozosa (c, d).

Micragraphs cowdesy of C Brazd,



Wstepna ocena mikroskopowa
Ocena aglutynacji i zywotnosci

o Zywotnosé
> 58 % - eozyna-nigrozyna, eozyna
o Aglutynacja

Tha major type of agglutination (reflecting the degree (grades 1-4) and the site of
aitachment {grades A—E)}should be recorded [Rose et al., 1976 (see Flg. 2.3k

grade 1: Isolated

grade 2: moderate

grade 3: large

grade 4: gross

<10 spermatozoa per agglutinate, many frese
spanmatozos

1050 spermatozoa per agglutinate, free
spanmatozos

agghutinates of >50 spearmatozoa, some spaermalozoa
atill frae

all spermatozoa agglutinated and agglutinates
mterconnectad



Morfologia plemnikow



Morfologia plemnikow
WHO | zaostrzone kryteria wg Krugera

o Norma wg WHO (1992r)

> 30% plemnikow wykazujacych
normalng morfologie

o Norma wg Krugera (rekomendowana
przez WHO 1999r)

> 14 % plemnikow wykazujgcych
normalng morfologie

o Norma wg WHO 2010

> 4 % plemnikow wykazujacych
normalng morfologie



Wyniki morfologii wg WHO

o % normalnych plemnikow
o % nieprawidtowych:
Gtowek
Wstawek
Witek
% kropli cytoplazmatycznych
o Indeks teatozoospermii — TZI
(opcjonalny)
Srednia liczba wszystkich 4

nieprawidtowosci przypadajacych na 1
nieprawidtowy plemnik




O O O O

Prawidtowa morfologia plemnikow
WHO

Gtowka plemnika o owalnym ksztatcie
Dtugosc gtowki 4,0-5,0 pum
Srednica gtdwki 2,5 — 3,5 um

Stosunek dtugosci gtowki do jej srednicy powinien
wynosic 1,50 — 1,75

Akrosom dobrze zdefiniowany, zajmujacy 40-70%
powierzchni gtowki

Witka dobrze | symetrycznie osadzona u podstawy
gtowki. Dtugosc witki — do 45 pm

Wstawka o srednicy do 1 um i dtugosci 7-8 um
Bez wad szyjki, wstawki | witki

Kropla cytoplazmatyczna mniejsza niz 1/3 gtowki



Morfologia plemnikow
zaostrzone kryteria wg Krugera

Normalna Gtowka plemnika o rownym owalnym ksztatcie

Akrosom dobrze zdefiniowany, zajmujacy 40-70%
powierzchni gtéwki

Kropla cytoplazmatyczna mniejsza niz potowa gtowki
Dtugos¢ gtowki 5-6 pm

Srednica gtéwki 2,5 — 3,5 pm

Bez wad szyjki, wstawki i witki

Norma: = 14%

Nieznacznie | Srednica gtéwki 2,0 — 2,5 um

zmieniona Nieznaczne zmiany w ksztatcie gtdwki
Akrosom normalny

Zmiany grubosci wstawki bez zmian w gtéwce

Znacznie Brak akrosomu lub zajmujacy < 30 % lub > 70%
zmieniona powierzchni gtowki

Zupetnie nieprawidtowy ksztatt
Zgiecie w szyjce lub w wstawce




Wady morfologiczne plemnikow
WHO

o Gtowki

Duze, mate, stozkowate, gruszkowate,
amorficzne, obecnosc¢ wakuol, rozdwojone

o Wstawki
Pogrubione, cienkie, tamane, nieregularne
o Witki
Krotkie, kat 90°, nieregularne, pogrubione,
podkrecone

o Kropla cytoplazmatyczna



Morfologia plemnikow

Fig. 2.13 Schematic drewings of some abnarmal forms of haman spermatozoa
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Komorki spermatogenezy (okrggte) i
dojrzate plemniki

o Spermatydy wykazujg 1-4 okragtych
jader usytuowanych na obrzezach
komorki

o Spermatocyty wykazujq tylko 1
centralnie zlokalizowane jadro

o Odsetek niedojrzatych komorek oblicza
sie w stosunku do 100 plemnikow

Norma < 10 %
o Gestosc¢ niedojrzatych komodrek w

nasieniu oblicza sie na podstawie
koncentracji plemnikdw w ejakulacie




Morfologia plemnikow
komorki spermatogenezy, nabtonkowe | bakterie
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Morfologia plemnikow

Czynniki kliniczne
Wysoka goraczka

o T amorficznych i stozkowatych gtdwek oraz komorek
spermatogenezy

Zylaki powrdzka nasiennego
o T stozkowatych i amorficznych gtéwek
Reakcje alergiczne
o T amorficznych gtdwek i komdrek spermatogenezy
Czynniki terapeutyczne
Nitrofurany i antybiotyki
Czynniki stresowe
Fizyczne
o T temperatury
o stres emocjonalny
Psychologiczne

Wady wrodzone



Leukocyty w nasieniu

Barwienie wg. Pepenheim’a Barwienie peroksydazy
uzywajqc ortotoluidyny



Mikrobiologia nasienia w 100 ejakulatach
wykazujgcych leukospermie

Mikrobiologia nasienia %
Nie stwierdzono 54
Chlamydia trachomatis 23
Ureaplasma urealyticum 13
Chlamydia+Ureaplasma 2
Proteus mirabilis 3
Mycoplasma hominis 2
Escherichia coli 2
Enterococci 1

wg Barrat i wsp. 1992



Leukocyty w nasieniu mezczyzn ptodnych |
nieptodnych (x 10%/ml)

Typ leukocytow

Mezczyzni ptodni

Mezczyzni
nieptodni

Ogodtem 0,07 (N.S.-1,56) 0,016 (N.S.-5,84)*
PMN 0,004 (N.S.-1,49) 0,008 (N.S.-0,50)*
Makrofagi 0,002 (N.S.-0,12) 0,003 (N.S.-0,47)

Limfocyty T CD4+

N.S. (N.S.-0,023)

N.S. (N.S.-0,060)

Limfocyty T CD8+

N.S. (N.S.-0,050)

N.S. (N.S.-0,037)

Limfocyty B

N.S. (N.S.-0,005)

N.S. (N.S.-0,083)

*P <0,05

wg Barrat i wsp. 1992




Table A1.1 Lower reference limits (5th centiles and their 95% confidence intervals) for semen charac-
teristics

Parameter Lower reference limit
Semen volume (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm number (10° per ejaculate) 39 (33-46)
Sperm concentration (10% per ml) 15 (12-16)
Total motility (PR + NP, 95 40 (38-42)
Progressive motility (PR, 26) 32 (31-34)
Vitality (live spermatozoa, %) 58 (55-63)
Sperm morphology (normal forms, %) 4 (3.0-4.0)
Other consensus threshold values

pH =1.2
Peroxidase-positive leukocytes (10° per ml) <1.0

MAR test (motile spermatozoa with bound particles, %) <50
Immunobead test (motile spermatozoa with bound beads, %) <20
Seminal zinc (umol/gjaculate) =2.4
Seminal fructose (umol/ejaculate) =13

Seminal neutral glucosidase (mU/ejaculate) =20




Table A1.2 Nomenclature related to semen quality

WHO 2010

aspermia

no semen (no or retrograde ejaculation)

asthenozoospermia

percentage of progressively motile (PR} spermatozoa below the lower
reference limit

asthenoteratozoospermia

percentages of both progressively motile (PR) and morphologically
normal spermatozoa below the lower reference limits

azoospermia

no spermatozoa in the gjaculate (given as the limit of quantification for
the assessment method employed)

cryptozoospermia

spermatozoa absent from fresh preparations but observed in a centri-
fuged pellet

haemospermia
(haematospermia)

presence of erythrocytes in the ejaculate

leukospermia (leukocyto-
spermia, pyospermia)

presence of leukocytes in the ejaculate above the threshold value

necrozoospermia

low percentage of live, and high percentage of immotile, spermatozoa
in the ejaculate

normozoospermia

total number (or concentration, depending on outcome reported)® of
spermatozoa, and percentages of progressively motile (PR) and mor-
phologically normal spermatozoa, equal to or above the lower reference
limits

oligoasthenozoospermia

total number (or concentration, depending on outcome reported)* of
spermatozoa, and percentage of progressively motile (PR) spermato-
zoa, below the lower reference limits

oligoasthenoterato-
Zo0spermia

total number (or concentration, depending on outcome reported)* of
spermatozoa, and percentages of both progressively motile (PR) and
morphologically normal spermatozoa, below the lower reference limits

oligoteratozoospermia

total number (or concentration, depending on outcome reported)* of
spermatozoa, and percentage of morphologically normal spermatozoa,
below the lower reference limits

oligozoospermia

total number (or concentration, depending on outcome reported)* of
spermatozoa below the lower reference limit

teratozoospermia

percentage of morphologically normal spermatozoa below the lower
reference limit

*Preference should always be given to total number, as this parameter takes precedence over concentration.




Nazewnictwo

Normozoospermia  Prawidtowy ejakulat

Oligozoospermia Liczba plemnikow ponizej 20 X 108/ml
Cryptozoospermia Liczba plemnikéw ponizej 1 X 108/ml
Azoospermia Brak plemnikow w ejakulacie

Asthenozoospermia Ruchliwos¢ ogdlna plemnikdéw ponizej 50%
ruchliwosc¢ postepowa typu a ponizej 25%
ruchliwosc¢ postepowa typu a i b ponizej 50%

Teratozoospermia  Odsetek plemnikow morfologicznie
prawidtowych ponizej 30% * lub ponizej 14%
wedtug kryteriow Kruger‘a

Oligoasthenoteratozoospermia (OAT)
Necrozoospermia Brak zywych plemnikow w ejakulacie

Hipospermia Objetosc¢ ejakulatu ponizej 2 ml
Aspermia Brak ejakulatu



Badania dodatkowe



Table 4-1 Normal ranges for biochemical constituents of seminal plasma

Substance Units Normal Range Source
@ Acid phosphatase U/ejac = 200 WHO (1992)
kUA@ 37°C 96-750 Documenta Geigy (1970)
127-1790 Abyholm et al. (1981}
O u-Camitine (free) nmol/cjac 390-1 830 Soufir 1 al. {1984}
@ Citric acid wmol/ejac =52 WHO {1987, 1992)
mmol/] 9.4-43 .4 Dondero et al. {(1972)
@® Fructose mol/ejuc > 13 WHO (1987, 19y2)
mmol/] 6.7-33.0 Ehasson (1977)
O  a-Glucusidase mU/ejac > 20 WHO (1992)
O Glycerophosphocholine pmol/ejac 1.2-22.6 Mieussel et al. (198K}
Magnesium mmol/] 2.9-10.3 Eliasson (1977}
@ Frostaglandins® -
PGy pg/mi 73 (2-272) Templeton
19-OH PG, ng/m 267 (53-1094) etal,
PG, pg/mi 2.1¢0.1-7.0) (197%)
19-OH PG, pg/ml 18.3 (362} ]
@® Zinc wmolfejac =24 WHOQ (1987, 1992)
mmol/l [.2-3.8 Eliasson (1977
Markery dla funkcji: @ Prostata @ Pecherzyki nasienne O Najadrze



Norma = 60 %

Jeyendran 1974



Sperm antibodies: isotypes

Mixed agglutination reaction (MAR) test Immunobead test (IBT)
On whole semen on washed spermatozoa
Bridging antibody between sperm and beads antibody-coated beads

: % ~ IgA+IgG on the tail
® &
P -~
@ IgA-coated Bead

-'@ IgG-coated Bead
@ IgA+IgG on the head







Warszawa,

MAR test
SpermMar IgA i IgG Test — FertiPro N.V. Belgia

Nazwisko: Imie:

Data urodzenia:

Test bezposredni w kierunku IgA:
Wynik:

Test posredni w Kierunku IgA:
Wynik:

Uwagi:

Test bezposredni w kierunku IgG:
Wynik:

Test posredni w kierunku IgG:
Wynik:

Uwagi:

Odsetek ruchliwych plemnikéw reagujacych dodatnio na Mar test
wynik w normie: < 10%

wynik watpliwy: 10 —39%

wynik dodatni:  >40

Wykonawca



MICROPTIC

Sperm Class Analyzer - SCA




ESTUDIO CITOMORFOLOGICO DEL SEMEN | Giidleos de disnilaciones sejin el ipo de espenmmozsides
S:Fll‘l'ﬂ Class Anahyzer = Sistema automilico de snblisis de semen por computadara
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VALORES MEDIOS DE LOS PARAMETROS DE VELOCIDAD
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VALORES MEDIOS DE OTROS PARAMETROS
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