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WSTEP

Rys historyczny

Rola mezczyzny w poczeciu nowego zycia byla przez wieki niejasna i ostatecznie
p6zno odkryta. Meskie komorki piciowe, plemniki, po raz pierwszy zaobserwowatl,
w 1677 roku w skonstruowanym przez siebie mikroskopie Holender, Antonie Van Le-
euwenhoek, Jednak dopiero 200 lat pézniej, w 1875 roku, niemiecki uczony, Oskar Her-
twig, stwierdzil, ze zaptodnienie polega na wniknieciu plemnika do komorki jajowej.
Od tej pory stalo sie jasne, ze ilo$¢, ruchliwos$¢ oraz budowa plemnikéw majg znacze-
nie dla plodnos$ci mezczyzn. Jednak tworzenie procedur badania nasienia okazalo sie
sprawa trudng, wywolujacg wiele kontrowersji i watpliwosci w interpretacji wyni-
kow. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization — WHO) podje-
la sie standaryzacji metod analizy nasienia i po raz pierwszy w 1980 roku opracowata
podrecznik zawierajgcy opis procedur badania nasienia, wartosci referencyjne dla war-
tosci parametréw nasienia oraz nomenklature zaburzen. Od tego czasu podrecznik byt
nowelizowany czterokrotnie w latach 1987, 1992, 1999 i 2010 w oparciu o nowe wyniki
badan podstawowych, a takze badania kliniczne i epidemiologiczne. W ostatnim wyda-
niu podrecznika przedstawiono rekomendacje WHO odnosnie warto$ci referencyjnych
dla parametréw nasienia, ktére po raz pierwszy zostaly opracowane w oparciu o ana-
lize publikacji zawierajgcych wyniki badania nasienia prawie 2000 mezczyzn, ktérych
partnerki zaszly w cigze w ciggu 12 miesiecy (Cooper i wsp., 2010). Badania przeprowa-
dzone byty wedtug procedur zalecanych przez WHO. Pigty centyl w rozkiadzie centylo-
wym tych wynikéw zostat uznany za dolng granice warto$ci referencyjnych dla para-
metrow nasienia plodnych mezczyzn.

W ciggu 30 lat podreczniki WHO staty sie podstawg standaryzacji badan nasienia
w laboratoriach na catym $wiecie. Chociaz nadal wzbudzajg wiele dyskusji, to ujedno-
licona metodologia umozliwia jednoznaczng i obiektywng ocene parametréw nasienia
niezaleznie od laboratorium, w ktérym badania zostaly wykonane, a takze por6wnanie
wynikéw badan miedzy mezczyznami.

Skrécona wersja rekomendacji dotyczacych procedury badania nasienia w jezyku
polskim, opracowana na podstawie ostatniej wersji podrecznika WHO przez Komisje do
Spraw Konsensusu Lekarsko-Diagnostycznego Polskiego Towarzystwa Andrologiczne-
go z udzialem przedstawicieli Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej, uka-
zala sie w roku 2010 (Bergier i wsp., 2010).

Cel badania

Podstawowe badanie nasienia ma na celu ocene ogolnej charakterystyki ejakulatu
oraz ocene jakosci plemnikéw. Interpretacja wynikéw stuzy do wstepnej oceny ptodno-
$ci mezczyzny i ukierunkowanie dalszej diagnostyki przyczyn jej zaburzen.

Epidemiologia nieplodnosci

Na $wiecie ok. 2% par jest dotknietych pierwotng, a 10% wtdrng nieptodnoscia (Ma-
scarenhas i wsp., 2012). W Europie 4-20% par (Srednio ok. 15%) poszukuje pomocy me-
dycznej z powodu niemozno$ci uzyskania cigzy (Bruckert, 1991; Juul i wsp., 1999; Sanocka
i Kurpisz, 2003; Bablok i wsp., 2011; Mascarenhas i wsp., 2012). Ostatecznie ok. 1-5% par nie
uzyskuje cigzy pomimo staran i leczenia (Templeton, 1992, Oakley i wsp., 2008, Mascaren-
has i wsp., 2012). Przyczyna po stronie mezczyzny znajdywana jest w ok. 20% nieptod-
nych par, a w przypadku kolejnych ok. 25% par stanowi przyczyne wspoétwystepujaca
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(Nieschlag, 2010). Ok. 7% mezczyzn wykazuje obnizong ptodnos¢ w ciggu swego zycia (te
Velde i wsp., 2000, Nieschlag, 2010).

Przyczyny meskiej nieplodnosci

Wedtug definicji WHO za ,nieplodng” uznaje sie pare, u ktérej w ciggu 12 miesiecy
wspolizycia plciowego (2-3 stosunki na tydzien), bez stosowania antykoncepcji, nie do-
szlo do zaptodnienia (WHO, 1991; WHO, 2000). Obecnie dostepnymi metodami diagno-
stycznymi mozna rozpoznac przyczyne nieplodnosci u mezczyzn w ok. 56-85% (Srednio
0k.70%) przypadkow (Pierik i wsp., 2000; Adamopoulos i wsp., 2010; Tuttelmann i Nieschlag,
2010). W pozostalych sytuacjach przyczyna nieplodnosci u mezczyzn nie jest rozpozna-
wana i definiuje sie ja jako nieptodnos$¢ idiopatyczng.

Przyczyny meskiej niepltodnosci tradycyjnie dzieli sie na przedjgdrowe, jadrowe
i pozajadrowe (Tiittelmann i Nieschlag, 2010). Przyczyny przedjgdrowe spowodowane sg
glownie zaburzeniami regulacji hormonalnej czynnosci jader, przyczyny jadrowe, to
uszkodzenia struktury i czynnosci kanalikow plemnikotworczych, a pozajagdrowe wia-
z3 sie z zaburzeniami transportu plemnikéw przez drogi wyprowadzajace oraz bra-
kiem zdolnosci plemnikéw do zaptodnienia komorki jajowe;.

Jedna z czestszych przyczyn nieptodnosci jest hipogonadyzm (Behre i wsp., 2010; For-
ti i wsp., 2010; Kula i wsp., 2010). Jest to zaburzenie czynnosci hormonalnej i gameto-
tworczej gonad. Meski hipogonadyzm to zespét objawéw klinicznych spowodowanych
obnizonym wydzielaniem lub dzialaniem androgenéw. Przyczyng moga by¢ zaburze-
nia czynno$ci podwzgdrza, przysadki i jader, ale coraz czesciej zalicza si¢ tu takze nie-
wrazliwo$¢ tkanek docelowych na androgeny. Klasycznie dzieli sie hipogonadyzm na:
1) pierwotny (gonadalny, hipergonadotropowy) i 2) wtérny (podwzgoérzowo-przysad-
kowy, hipogonadotropowy). W hipogonadyzmie pierwotnym uszkodzone sg gonady,
a w hipogonadyzmie wtérnym: podwzgdrze lub/i przysadka. W kazdym przypadku
stezenie testosteronu jest obnizone (Simoni i Nieschlag, 2010), natomiast stezenia go-
nadotropin sg wysokie w hipogonadyzmie pierwotnym lub niskie w hipogonadyzmie
wtérnym. Charakterystycznym objawem nieprawidtowego funkcjonowania komorek
Sertolego w kanalikach plemnikotwdrczych jest obnizenie stezenia inhibiny B. Brak
dziatania testosteronu i uszkodzenie komoérek Sertolego zawsze prowadzi do zaburze-
nia spermatogenezy i braku (azoospermia) lub zmniejszonej liczby (oligozoospermia)
plemnikéw w nasieniu (Andersson i wsp., 2004; Jorgensen i wsp., 2010).

Coraz wiekszg uwage zwraca sie na zanieczyszczenie naturalnego srodowiska sub-
stancjami chemicznymi o dzialaniu estrogeno-podobnym, a jednoczes$nie antyandro-
gennym (Stowikowska-Hilczer, 2006). Wywotlujg one zaburzenie czynno$ci hormonalnej
jader (zmniejszenie biosyntezy i dzialania testosteronu), a przez to zahamowanie roz-
woju meskich narzgdéw pilciowych, zmiany nowotworowe wywodzgce sie z komorek
plciowych oraz uszkodzenie spermatogenezy, a przez to obnizenie potencjatu meskiej
plodnosci (Skakkebaek i wsp., 2001).

Przyczyna zaburzenia rozwoju jader i meskiego ukiadu piciowego moga by¢ row-
niez zaburzenia genetyczne (Krausz i Carrell, 2014). Najczestszag wrodzong przyczyng
nieplodnosci u mezczyzn, uwarunkowang genetycznie, jest zespot Klinefeltera (0,2%
meskiej populacji, 3% mezczyzn nieptodnych, 11% mezczyzn z azoospermia) (Aksglaede
i wsp., 2013). Charakteryzuje go, obecnos$¢ dodatkowego chromosomu X w kariotypie,
jadra o matej objetosci oraz hipogonadyzm hipergonadotropowy. Niepiodnos¢ u takich
pacjentow zwigzana jest z catkowitg azoospermia lub w niewielkim odsetku, z oligozo-
ospermig znacznego stopnia.

Niematy udziat w zaburzeniu meskiej ptodnosci przypisuje sie czynnikom $rodowi-
skowym, takim jak podwyzszona temperatura, promieniowanie elektromagnetyczne,
palenie tytoniu, naduzywanie alkoholu, przewlekly stres, otylo$¢ i niedozywienie, sie-
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dzacy tryb zycia (Brinkworth i Handelsman, 2010). Konsekwencjg dziatania wiekszosci
wymienionych czynnikéw jest stres oksydacyjny (Walczak-Jedrzejowska i wsp., 2013a).
Stres oksydacyjny spowodowany jest zachwianiem réwnowagi miedzy wytwarzaniem
tzw. reaktywnych form tlenu a dzialaniem ochronnego systemu antyoksydacyjnego od-
powiedzialnego za ich neutralizowanie i usuwanie. Konsekwencjg jest zmniejszona li-
czebno$¢ plemnikow oraz zaburzenie ich czynnosci, spadek ruchliwosci i nieprawidlo-
wa morfologia, a ostatecznie utrudnienie zaptodnienia (Jedrzejczak i wsp., 2005; Aitken
i wsp., 2010).

Stany zapalne w meskim ukladzie moczowo-piciowym sg czestg przyczyng zabu-
rzen plodnosci nie tylko ze wzgledu na stres oksydacyjny uszkadzajacy plemniki, ale
takze na powstanie niedroznosci drég wyprowadzajgcych plemniki oraz przewodow
wyprowadzajacych wydzieliny prostaty i pecherzykoéw nasiennych tworzace plazme
nasienia. Prawidiowy sktad plazmy nasienia ma wplyw nie tylko na ruchliwosc¢ i zy-
wotnos$¢ plemnikdw, ale takze na ich zdolno$¢ do potgczenia sie z komdrka jajowa.
Dodatkowo podczas infekcji bakteryjnych lub wirusowych moze dojs¢ do powstania
przeciwcial przeciwplemnikowych unieruchamiajgcych plemniki i utrudniajgcych za-
plodnienie. Najczestszymi patogenami sg drobnoustroje przenoszone droga plciows,
takie jak: bakterie Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp., Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus, Ureaplasma urealyticum., Chlamydia trachomatis, Mycoplasma ho-
minis, wirusy Herpes i grzyby Candida albicans (Pellati i wsp., 2008; Weidner i wsp., 2010;
Filipiak i wsp., 2014).

Jedng z bardziej kontrowersyjnych przyczyn meskiej niepiodnosci sg zylaki powrdz-
kéw nasiennych. Powstajg na skutek rozszerzenia zyt splotu wiciowatego powrdzka. Sg
stwierdzane u ok. 25% mezczyzn z zaburzonymi parametrami nasienia i u ok. 11% mez-
czyzn z prawidlowymi parametrami (Agarwal i wsp., 2007). Moga powodowac zaburze-
nie krazenia w obrebie jader i lokalne podwyzszenie temperatury, nadmierng produk-
cje reaktywnych form tlenu, a przez to zahamowanie spermatogenezy (Baazeem i wsp.,
2011). Warto rowniez wspomnie¢, ze u okoto 10% mezczyzn z nieptodnych par przyczy-
na nieptodnosci sa zaburzenia erekcji i ejakulacji (Van Ahlen i Kleisch, 2010).

Wskazania do wykonania badania nasienia

Podstawowe badanie nasienia jest pierwszym badaniem laboratoryjnym u mezczy-
zny z nieplodnej pary (WHO, 2004; Bjorndahl, 2010; WHO, 2010). Analiza seminologicz-
na ma znaczenie przesiewowe i zwykle nie moze by¢ podstawg rozpoznania catkowitej
nieptodnosci. Wynik badania nasienia ukierunkowuje dalsze dziatania diagnostyczne
w celu wyjasnienia przyczyn nieplodnosci pary i ewentualnego podjecia leczenia przy-
czynowego (WHO, 2004). Badanie powinno by¢ wykonane przynajmniej dwukrotnie
w odstepie czasu 1-3 miesigce.

Zwykle diagnostyke przyczyn nieplodnosci pary rozpoczyna si¢ po 12 miesigcach
bezskutecznych staran o uzyskanie cigzy. Jednak wskazane jest wczesniejsze rozpocze-
cie diagnostyki, jesli: 1) wystepujg dodatkowe zaburzenia, ktére mogg obnizy¢ ptod-
nos¢ kobiety i/lub mezczyzny, 2) wiek kobiety jest >30 lat, a mezczyzny >35 lat (WHO,
2000; Dohle, 2010).

Czynno$¢ plemnikotworcza jadra

Wytwarzanie plemnikéw zachodzi w kanalikach plemnikotwdrczych jagdra w pro-
cesie zwanym spermatogeneza. Polega ona na tworzeniu dojrzalych gamet meskich
(plemnikéw) ze spermatogonii (najmtodszych komoérek spermatogenezy). Spermatogo-
nie ulegajg podzialom mitotycznym i przeksztalceniom w spermatocyty. Spermatocy-
ty podlegaja podziatowi redukcyjnemu (mejozie). W jego efekcie powstaja haploidalne
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spermatydy, komérki o zredukowanej liczbie chromosoméw. W kolejnym etapie okragte
spermatydy ulegaja bezpodzialowemu réznicowaniu i przeksztatcaniu w komorki picio-
we meskie zdolne do poruszania sie, czyli plemniki. Ten ostatni etap nazywany jest
spermiogenezg. Wyré6znia sie w nim 4 fazy, w ktérych dochodzi do formowania akro-
somu, witki, kondensacji chromatyny plemnikowej oraz reorganizacji organelli i cyto-
plazmy. Jeden cykl spermatogenezy, a wiec wytworzenie ze spermatogonii plemnikow,
trwa u czlowieka okoto 72-74 dni.

Oprodcz komdrek piciowych (komorek spermatogenezy) w kanalikach plemnikotwor-
czych jadra znajduja sie takze somatyczne komorki Sertolego. Komorki Sertolego: 1) wy-
twarzajg czynniki odzywcze i regulacyjne dla komorek piciowych, przez co zapewniajg
im wtasciwe srodowisko rozwoju, 2) tworzg bariere krew-jadro, izolujgc spermatocyty
i spermatydy od srodowiska organizmu w celu ich ochrony przed uktadem immunolo-
gicznym i ewentualnymi czynnikami mutagennymi, 3) wytwarzajg hormony (hormon
antymillerowski, inhibina, aktywina, estradiol), 4) wytwarzaja biatka czynno$ciowe
(np. biatko wigzace androgeny), 5) sa odpowiedzialne za uwalnianie plemnikéw do
$wiatia kanalika warunkowane przez syntetyzowane substancje proteolityczne, 6) fa-
gocytuja ulegajace apoptozie lub degeneracji komérki piciowe, 7) przekazujg sygnaty na
poziomie komoérkowym, 8) przekazujg sygnaty hormonalne za pomocg receptoréw dla
hormonéw regulujgcych spermatogeneze.

Komorki piciowe oraz komorki Sertolego znajdujace sie wewnatrz kanalika plemni-
kotwoérczego tworzg tzw. nablonek plemnikotworczy. Ulokowanie komérek piciowych
w nabtonku plemnikotwdrczym nie jest przypadkowe. Blisko blony podstawnej kanali-
ka znajduja sie komorki najmniej zr6znicowane (spermatogonie), nastepnie ulokowane
sg spermatocyty, a najblizej swiatla kanalika spermatydy, w$réd nich plemniki. Cyto-
plazma komorek Sertolego rozmieszczona jest w calym nabtonku plemnikotwdrczym
1 otacza utozone w niej komorki piciowe (Rycina 1). W §rodku kanalika znajduje sie prze-
strzen zwana $wiattem kanalika plemnikotwdrczego, do ktérej uwalniane sg plemni-
ki. Plemniki przemieszczajg sie nastepnie do kanalikdw zbiorczych, sieci jadra i dalej do
przewodu najadrza.

W jadrze pomiedzy kanalikami plemnikotworczymi znajdujg sie tzw. przestrzenie
miedzykanalikowe, w ktérych umiejscowione sg komorki Leydiga, czyli komdrki stero-
idogenne jadra, odpowiedzialne za produkcje androgenéw (gtéwnie testosteronu). Ich
skupiska tworzg tak zwany gruczot srédmigzszowy jadra.

Prawidlowa produkcja plemnikéw uzalezniona jest od regulacji hormonalnej
w ukladzie podwzgorze-przysadka-jadra. Z wyniostosci posrodkowej podwzgérza do
uktadu naczyn wrotnych przysadki wydzielany jest pulsacyjnie hormon gonadolibe-
ryna (ang. gonadotropin releasing hormone — GnRH), ktéra stymuluje pulsacyjne uwal-
nianie z przedniego plata przysadki dwdch gonadotropin: hormonu luteotropowego
(lutropiny, hormonu luteinizujgcego, ang. luteinizing hormone — LH) oraz hormonu fo-
likulotropowego (folitropiny, ang. follicle stimulating hormone — FSH). Komérkami do-
celowymi dla LH sg komorki Leydiga w gruczole sr6dmigzszowym jadra. LH aktywuje
enzymy uczestniczgce w procesie steroidogenezy jadra, dzieki czemu wytwarzany jest
testosteron. FSH dziala pobudzajgco na komdrki Sertolego w kanaliku plemnikotwor-
czym. Oprocz receptoréw dla FSH, na komdrkach Sertolego znajdujg sie takze receptory
dla androgenéw. Zaréwno FSH, jak i testosteron, sg gtéwnymi hormonami regulujacy-
mi prawidlowy przebieg procesu spermatogenezy.

Waznym mechanizmem w regulacji czynnosci osi podwzgorze-przysadka-jadra jest
mechanizm ujemnego sprzezenia zwrotnego, w ktéorym odpowiednio wysoki poziom te-
stosteronu we krwi hamuje wydzielanie GnRH przez podwzgdrze i gonadotropin, giow-
nie LH, przez przysadke. Dodatkowo dwa biatkowe hormony komérek Sertolego zaréw-
no hamujg (inhibina), jak i pobudzajg (aktywina) wydzielanie FSH przez przysadke.
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Rycina 1. Obraz hlstologlczny Jqdra dorostego mezczyzny. Widoczny jest przekrdj kanalika
plemnikotwérczego z zaznaczonymi poszczegdélnymi typami komdrek plemnikotwoérczych
oraz jadrami komorek Sertolego. Mikrofotografia autorstwa Prof. dr hab. n. med. Jolanty Stowikow-
skiej-Hilczer.

ZAKRES BADANIA NASIENIA

Badanie nasienia mozna podzieli¢ na dwa etapy: ocene makroskopowg ejakulatu
oraz ocene mikroskopowg preparatéw nasienia.

Ocena makroskopowa ejakulatu obejmuje:

* czas uplynnienia;

* wyglad/kolor;

* objetos¢;

e lepkos¢;

° PH’

* zapach.

Ocena mikroskopowa preparatéw nasienia obejmuje ocene:

° wstepna preparatu przyzyciowego;

* ruchliwosci plemnikéw;

* zywotnosci plemnikéw;

* koncentracji i calkowitej liczby plemnikéw;

* morfologii plemnikéw;

* komorek okragtych (jesli wystepuja w nasieniu) tzn. ich zréznicowanie na ko-
morki spermatogenezy i leukocyty oraz okreslenie ich koncentracji.
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BADANIE NASIENIA — PROCEDURY PRZEDLABORATORY]JNE

Badanie probki nasienia wymaga standardyzacji procedury przedlaboratoryjnej,
ktéra obejmuje:

e okres wstrzemiezliwosci piciowej pacjenta (liczba dni od ostatniej ejakulacji

przed badaniem);

* miejsce oddania nasienia (laboratorium lub poza laboratorium);

* sposOb oddania nasienia (masturbacja lub stosunek w specjalnej prezerwaty-

wie);

* sposéb dostarczenia probki do laboratorium (czas od ejakulacji, temperatura

transportu probki);

* czas od oddania nasienia do rozpoczecia badania;

* dobér odpowiedniego pojemnika (naczynko plastikowe lub szklane lub specjal-

na prezerwatywa);

* uwagi zglaszane przez pacjenta (ustnie lub pisemnie) po dostarczeniu nasienia

(np. o utracie czesci prébki w czasie jej uzyskiwania).

Niestosowanie i nieprzestrzeganie wymogow standaryzacji (przed — i wewnatrz-
laboratoryjnej) moze prowadzi¢ do uzyskania fatszywych wynikéw i uniemozliwienia
monitorowania leczenia, a takze braku mozliwosci poréwnania wynikéw wykonanych
w roznych laboratoriach.

Informacja dla pacjenta przekazywane przez lekarza i|/lub

diagnoste laboratoryjnego

Informacja dla pacjenta o sposobie przygotowania si¢ do badania, mozliwych pro-
cedurach uzyskiwania probki nasienia oraz sposobie przeprowadzenia badania powin-
na by¢ przekazana pacjentowi przez lekarza kierujacego lub diagnoste laboratoryjnego,
gdy pacjent zglasza sie na badanie bez skierowania. Rekomenduje sie przygotowanie
takiej informacji takze w formie pisemnej, jako ulotki dla pacjenta, oraz zawieszenie
jej w pomieszczeniu do oddawania nasienia. Dodatkowo, informacja taka moze by¢
umieszczona na stronie internetowej danej placéwki. Personel powinien by¢ odpowied-
nio przeszkolony, w jaki sposéb powinno si¢ udziela¢ informacje pacjentowi na temat
procedury badania nasienia.

Procedura uzyskiwania probki nasienia do badania

Pacjent zgtaszajacy sie na badanie nasienia powinien zachowac okres wstrzemiez-
liwosci piciowej od minimum 48 h (2 dni) do maksimum 7 dni od ostatniej ejakulacji.
W przypadku powtérnego (kolejnego) badania pacjent powinien zachowa¢ taki sam
lub zblizony okres wstrzemiezliwosci piciowej. Okres wstrzemiezliwosci piciowej po-
winien by¢ odnotowany na wyniku badania nasienia.

Probka nasienia powinna by¢ oddana drogg masturbacji do pojemnika, odpowied-
nio przygotowanego do tego celu (czysty, nietoksyczny, szklany lub plastikowy pojem-
nik o szerokim otworze, opisany danymi pacjenta i uprzednio zwazony, z zanotowang
waga — patrz rozdzial Ocena objetosci nasienia) w ustronnym pomieszczeniu przewi-
dzianym wylacznie dla tego celu, znajdujagcym si¢ w poblizu laboratorium. Pacjent po-
winien poinformowac o ewentualnych problemach przy zbieraniu prébki (np. o utracie
czesci ejakulatu). Jesli diagnosta ma watpliwosci np. co do ilosci zebranego materiatu,
to powinien zada¢ dodatkowe pytanie pacjentowi w celu ich wyjasnienia.

Wynik badania nasienia jest dokumentem medycznym i powinien zawiera¢ dane pa-
cjenta, dane laboratorium, dane osoby wykonujgcej badanie i/lub dane kierownika pla-
cowki (patrz rozdzial Zalgczniki — Wz6r wyniku badania nasienia).
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Kazdy wynik badania nasienia odbiegajacy od wartosci referencyjnych wymaga wy-
konania badania drugiego, a w szczeg6lnych przypadkach badania trzeciego. Zasada
ta obowigzuje, kiedy badanie jest wykonywane po raz pierwszy (nie dotyczy to badan
kontrolnych).

Niekiedy jest konieczna konsultacja lekarza zlecajgcego z diagnostg laboratoryjnym
wykonujgcym badanie w celu wyjasnienia ewentualnych watpliwosci co do wyniku ba-
dania, np. kiedy w uwagach na wyniku zostaty opisane dodatkowe procedury zastoso-
wane przy badaniu nasienia (np. zastosowanie enzymow w celu uplynnienia nasienia,
co moze mie¢ wplyw na wynik).

UWAGI:

* Oddanie nasienia w poblizu laboratorium, w przeznaczonym do tego celu po-
mieszczeniu, umozliwia dokiadne odnotowanie czasu od momentu ejakulacji do
chwili przekazania probki do analizy i nastepnie czasu rozpoczecia badania po
uplynnieniu prébki, a takze ogranicza wplyw zmian temperatury otoczenia na
probke w czasie jej transportu do laboratorium.

* W szczegolnych okoliczno$ciach nasienie moze by¢ oddane poza laboratorium
drogg masturbacji najlepiej do odpowiednio oznakowanego pojemnika pobrane-
go z laboratorium.

* Nasienie moze by¢ takze oddane poza laboratorium w trakcie stosunku piciowego do
specjalnej prezerwatywy nie wykazujacej szkodliwego dzialania na plemniki.

* W opisanych wyzej sytuacjach pacjent powinien zosta¢ poinformowany o ko-
niecznos$ci dostarczenia prébki nasienia do laboratorium najpdzniej do godzi-
ny od momentu ejakulacji, gdyz analiza parametréw przyzyciowych, takich jak
ruch, czy zywotnos$¢ plemnikéw, powinna by¢ wykonana tuz po uplynnieniu
probki do 1 h od ejakulacji.

* W czasie transportu do laboratorium nasienie nie powinno by¢ poddawane wa-
haniom temperatury (optymalna temperatura transportu to 20-37°C).

* Przy odbiorze prébki nasienia do analizy nalezy zanotowaé godzing ejakulacji,
a jedli nasienie bylo oddane poza laboratorium, takze godzine dostarczenia jej
do badania.

* Nie wykonuje sie badania prébki nasienia uzyskanej w czasie tzw. stosunku prze-
rywanego, poniewaz pierwsza porcja ejakulatu, ktéra zawiera najwiecej plem-
nikéw, moze zostac¢ utracona, dodatkowo, probka moze zosta¢ zanieczyszczona
elementami komoérkowymi lub bakteriami, a ponadto niskie pH pochwy moze
wplywac niekorzystnie na ruch plemnikow.

* Laboratorium mikrobiologiczne powinno przygotowac oddzielng procedure do-
tyczaca badan mikrobiologicznych nasienia.

KWALIFIKACJE PERSONELU WYKONUJACEGO
BADANIE NASIENIA

Badanie nasienia wykonuje: diagnosta laboratoryjny lub technik analityki medycz-
nej, ktérzy ukonczyli specjalistyczny kurs badania nasienia wedtug aktualnych reko-
mendacji Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych (KIDL) i Polskiego Towarzystwa
Andrologicznego (PTA).

Kurs jest organizowany przez KIDL oraz PTA. Skiada sie z czesci teoretycznej (5 h
szkolenia) i praktycznej (15 h szkolenia). Odbycie kursu jest udokumentowane odpo-
wiednim certyfikatem waznym przez 5 lat. Odnowa waznosci certyfikatu wymaga od-
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bycia kursu praktycznego (8 godzin) co 5 lat. Celem kursu przypominajgcego jest spraw-
dzenie umiejetnosci personelu, wyjasnienie problemoéw spotykanych w trakcie badania
nasienia oraz przekazanie informacji na temat ewentualnych zmian w rekomendacjach
i nowosci w metodyce badania nasienia.

Dokumentacja badania nasienia

Dokumentacja medyczna w laboratorium jest prowadzona, przechowywana i prze-
twarzana zgodnie z przepisami dotyczacymi dokumentacji medycznej (ustawa z dnia
6 listopada 2008 roku o prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjenta (tj. Dz.U. z 2012 r.,
poz. 159 ze zm. oraz rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 21 grudnia 2010 r. w spra-
wie rodzajow i zakresu dokumentacji medycznej oraz sposobu jej przetwarzania (tj.
Dz.U. z 2014 1., poz. 177 ze zm.)

Medyczne laboratorium diagnostyczne archiwizuje wyniki przez okres 20 lat.

Zlecenie badania

Laboratorium opracowuje, wdraza i stosuje procedure zlecania badania nasienia
oraz udostepnia jg zleceniodawcom, ktérzy potwierdzaja zapoznanie sie z tg procedu-
ra. Wszyscy zleceniodawcy zlecaja wykonanie badan przez medyczne laboratorium dia-
gnostyczne zgodnie z tg procedurs.

Procedura zlecenia okre$la w szczegdlnosci formularz zlecenia badania laboratoryj-
nego. Formularz zlecenia badania laboratoryjnego zawiera w szczegdélnosci pola:
1) dane pacjenta

a) imie i nazwisko,

b) data urodzenia,

c) miejsce zamieszkania/oddzial szpitalny,

d) numer PESEL, a w przypadku osoby nieposiadajgcej numeru PESEL — nazwa i nu-

mer dokumentu potwierdzajgcego tozsamosc,

e) numer identyfikacyjny pacjenta (podawany przy braku innych danych);
2) pieczecipodpis lekarza zlecajgcego badanie lub imie i nazwisko oraz nazwa i numer do-
kumentu potwierdzajgcego tozsamos¢ innej osoby upowaznionej do zlecenia badania;
) dane jednostki zlecajgcej badanie;
) miejsce przestania wyniku lub dane osoby upowaznionej do odbioru wyniku;
) rodzaj materialu i jego pochodzenie;
) zlecone badanie;
) dataigodzina pobrania materiatu do badania;
)
)
0

o~ O Ul b~ W

dane osoby pobierajgcej materiat do badania;

data i godzina przyjecia materialu do medycznego laboratorium diagnostycznego;
10)istotne kliniczne dane pacjenta, w szczegolnosci: rozpoznanie, wystepujgce czynni-
ki ryzyka zakazenia, w tym wczesniejsza antybiotykoterapia, choroby towarzysza-
ce, zabiegi chirurgiczne.

O

Zlecenie moze by¢ wystawione w formie elektronicznej z zachowaniem ww. wymagan.

Formulowanie i wydawanie wynikéw badania nasienia

Za nadzor i autoryzacje wynikow badania nasienia odpowiada diagnosta laborato-
ryjny posiadajacy aktualny certyfikat potwierdzajgcy odbycie kursu badania nasienia
organizowanego przez KIDL i PTA.

W formularzu wyniku badania nasienia podane sg nastepujace informacje:
1) dane badanego

a) imie i nazwisko;
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b) numer PESEL, a w przypadku osoby nieposiadajgcej numeru PESEL — nazwa
i numer dokumentu potwierdzajgcego tozsamosc;

¢) numer identyfikacyjny pacjenta (podawany przy braku innych danych);

imie i nazwisko lekarza zlecajgcego badanie;

data i godzina oddania materiatu do badania;

miejsce oddania nasienia (w domu lub w laboratorium);

nazwa badania;

metoda diagnostyczna stosowana przy wykonaniu badania (analiza manualna lub

analiza wspomagana komputerowo, wg aktualnych rekomendacji);

7) wyniki poszczegélnych parametréw badania nasienia;

8) aktualne warto$ci referencyjne dla poszczegélnych parametréw badania nasienia;

9) ewentualne uwagi odnosnie obserwacji poczynionych podczas badania;

10) pieczec i podpis diagnosty laboratoryjnego lub technika analityki medycznej wyko-
nujacego badanie;

11) pieczec i podpis diagnosty laboratoryjnego autoryzujacego badanie wykonane przez
technika analityki medyczne;j.

Ul b W IN
— ' ~— ~—

)

Przykladowy wzor wyniku badania nasienia patrz Zatgcznik nr 3.

Wynik moze by¢ przekazany w formie elektronicznej z zachowaniem wymagan
wskazanych w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 23 marca 2006 roku w spra-
wie standardéw jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiolo-
gicznych (Dz.U. nr 61 poz. 435 z pézn. zm.).

ETAPY WYKONYWANIA BADANIA NASIENIA

W ciggu pierwszych 5 min od ejakulacji nalezy:

* odstawi¢ pojemnik z prébka nasienia na mieszadlo rotacyjne (temp. pok.
20-25°C) lub umiesci¢ w cieplarce (37°C) na okres potrzebny do uplynnienia;
Zaraz po uplynnieniu nasienia (najlepiej w czasie do 30 min), ale przed uptywem

60 min od ejakulacji nalezy:

* wpisa¢ do protokoiu badania czas uplynnienia (je$li prébka nie upiynni sie
w przeciggu 30 min, odczekac z rozpoczeciem dalszych analiz kolejne 30 min);

* oceni¢ wyglad/kolor;

* ocenic lepkos¢;

* oceni¢ objetos¢;

* oceni¢ pH;

* przygotowac preparat bezposredni do oceny mikroskopowej probki nasienia;

* oceni¢ ruchliwos¢ plemnikow;

* przygotowac rozcienczenia probki nasienia do oceny koncentracji plemnikows;

* oceni¢ zywotnos¢ plemnikow;

e przygotowac rozmazy do oceny morfologii plemnikéw;

* oceni¢ koncentracje plemnikow;

* oceni¢ koncentracje komorek okragtych (jesli obecne w nasieniu); zré6znicowac
je na komorki spermatogenezy i leukocyty z wykorzystaniem odpowiednich te-
stéw (lub w utrwalonym i wybarwionym rozmazie nasienia);

* oceni¢ koncentracje leukocytéw (jesli obecne w nasieniu);

* oceni¢ obecnos¢ innych elementéw morfotycznych w nasieniu np. erytrocytow,
komorek nabtonka, bakterii.
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Po uptywie 1 godziny od ejakulacji nalezy:

e utrwali¢ i wybarwic rozmazy nasienia do oceny morfologii plemnikéw (ewentu-
alnie do oceny i zréznicowania komorek okragtych — jesli wystepuja w nasieniu);

* oceni¢ morfologie plemnikow.

Przed uptywem 3 godzin od ejakulacji nalezy:
e przestac¢ prébke nasienia do badania mikrobiologicznego (jesli wymagane przez
lekarza).

OCENA MAKROSKOPOWA NASIENIA

Ocena makroskopowa nasienia powinna zosta¢ przeprowadzona zaraz po uplyn-
nieniu nasienia, najlepiej w czasie do 30 min, jednak nie p6zniej niz w ciggu 60 min od
ejakulacji.

Czas uplynnienia

Uplynnienie nasienia prawidtowo powinno wystapi¢ samoistnie w ciggu 60 min od
ejakulacji (zwykle po ok. 15 min). W trakcie uptynniania zaleca si¢ umieszczenie pojem-
nika z probka na mieszadle rotacyjnym lub kotyskowym (temp. pokojowa 20-25°C lub
cieplarka 37°C). Czas uplynnienia podaje si¢ w minutach.

Wartos$¢ referencyjna dla czasu uplynnienia ejakulatu wynosi:
< 60 min

Jesli uplynnienie nie nastapi w ciggu 60 min, to na wyniku podaje sie informacje —
uplynnienie >60 min.

Czasami nasienie nie ulega uptynnieniu, powodujgc trudnosci w wykonaniu bada-
nia. Aby przeprowadzi¢ dalsze analizy, nalezy podda¢ prébke dodatkowej obrébce po-
przez mechaniczne mieszanie lub trawienie enzymatyczne np. bromeling.

Metody zwiekszajace uptynnienie nasienia:

* dodanie réwnej objetosci roztworu soli fizjologicznej w wersji Dulbecco i kilku-
krotne zaaspirowanie ejakulatu do pipety Pasteura;

e kilkukrotne, delikatne zaaspirowanie (6-10 razy) ejakulatu do strzykawki z igta
o wewnetrznej Srednicy od 0,69 do 0,84 mm;

* trawienie roztworem bromeliny (1 IU/ml) — zmieszanie w stosunku 1:1 probki
nasienia i roztworu bromeliny, inkubacja przez 10 min w 37°C, i wymieszanie
przy uzyciu pipety Pasteura przed dalsza analizg.

UWAGI:

* Zastosowanie ww. procedur musi zosta¢ odnotowane na wyniku. W dalszych ob-
liczeniach nalezy uwzglednic rozcienczenie nasienia.

* Uplynnienie nasienia w niektérych przypadkach jest trudne do oceny, zwiasz-
cza jesli preparat ma podwyzszong lepkos¢. W takich sytuacjach nalezy ocenic¢
uplynnienie w preparacie mikroskopowym (Rycina 2). W nieupiynnionym nasie-
niu plemniki sg unieruchomione w zelowatej czesci plazmy. Natomiast przy pod-
wyzszonej lepkosci, ale przy uptynnionym nasieniu, plemniki mogg sie poruszac.
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* Jesli w trakcie uptynniania nasienia zastosuje sie delikatne mieszanie na miesza-
dle rotacyjnym lub kotyskowym, nasienie fatwiej uzyskuje homogenny wyglad.
Umieszczenie prébki w cieplarce (37°C) przyspiesza proces uplynnienia.

T L g, '

Rycina 2. Etapy uplynniania nasienia obserwowane w preparacie bezposrednim w mikroskopie
$Swietlnym, pow. 100x. Prébka nasienia nieuptynniona (A), cze$ciowo uptynniona (B, C), catko-
wicie uptynniona (D). Mikrofotografie autorstwa dr n. med. Katarzyny Marchlewskiej.

Przyczyny nieprawidtowego uplynnienia nasienia (Bjorndahl, 2010; Cooper,

2010) to m.in.:
* zaburzenie czynnosci prostaty;
* stan zapalny w ukiadzie piciowym.

Objetos¢ ejakulatu
Objetos¢ wyrazana jest w ml.

Dolna warto$¢ referencyjna dla objetosci ejakulatu wynosi:
1,5 ml
(5. centyl, 95% przedziat ufnosci: 1,4-1,7 ml)

Zalecana jest wagowa metoda pomiaru objetosci (dokladnos¢ wazenia do 0,1 g). W tym

celu nalezy:
* zwazy¢ pojemnik, do ktérego ma by¢ oddane nasienie — x [g]
* zwazy¢ powtornie pojemnik z nasieniem -y [g]
* obliczy¢ wage nasienia — z [g]
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Przyjmujac, ze gestos$¢ nasienia wynosi 1 g/ml (doktadnie 1,014 g/ml), to wyliczona
waga nasienia w [g] odpowiada objetosci ejakulatu wyrazonej w [ml].

Drugg zalecang metodg jest metoda bezposredniej oceny objetosci polegajgca na po-
miarze objetosci ejakulatu z dokladnoscig do 0,1 ml w wyskalowanym cylindrze z sze-
rokim uj$ciem, do ktorego pacjent oddat nasienie.

UWAGI:

* Pomiar objetosci ejakulatu poprzez aspirowanie nasienia z pojemnika do ska-
lowanej pipety/strzykawki lub przelewanie do skalowanego cylindra/probdwki
nie jest zalecany, gdyz nigdy nie udaje sie przenies¢ calego ejakulatu i w takim
wypadku wynik bedzie zanizony. Utrata cze$ci probki, w zaleznosci od jej lep-
kosci, moze dotyczy¢ od 0,3 do nawet 0,9 ml (Brazil i wsp., 2004; Iwamoto i wsp.,
2006; Cooper i wsp., 2007).

* Precyzyjna ocena objetosci jest istotna, gdyz wynik ten wykorzystuje sie do wy-
liczenia takich parametréw jak: catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie, czy
liczba plemnikéw ruchomych, zywych i o prawidiowej budowie.

* Komercyjnie dostepne pojemniki majg rézng mase, dlatego nalezy wazy¢ kazdy
pojemnik przed wydaniem go pacjentowi i zapisywac wage na pojemniku.

Przyczyny nieprawidlowej objetosci nasienia (de la Taille i wsp., 1998; Weiske
i wsp., 2000; Daudin i wsp., 2000; von Eckardstein i wsp., 2000).

Mata objetos¢ ejakulatu moze by¢ spowodowana:

* utratg czesci prébki;

* zablokowaniem drég wyprowadzajacych nasienie np. gesta wydzieling w prze-

biegu zapalenia w uktadzie plciowym, w mukowiscydozie;

* wrodzonym obustronnym brakiem nasieniowoddws;

* niedorozwojem/zaburzong czynnoscig pecherzykéw nasiennych;

* niedorozwojem/zaburzong czynnoscig gruczotu krokowego;

* czeSciowym wytryskiem wstecznym;

* niedoborem androgenéw.

Duza objetos$¢ ejakulatu moze by¢ spowodowana:

* wysiekiem w przypadku aktywnego zapalenia gruczotéw dodatkowych.

Wyglad nasienia

Wyglad nasienia okresla sie jako prawidiowy, gdy kolor nasienia jest szaro-opalizu-
jacy, mleczno-szary, nieprzezroczysty. W przypadku, gdy ejakulat ma nieprawidiowa
barwe, czyli jest przezroczysty, zoéitawy lub czerwono-brunatny, informacje te umiesz-
cza sie na wyniku.

Oceniajac barwe ejakulatu mozna w niektorych przypadkach zaobserwowac przej-
rzyste struktury nazywane ciatkami zelatynowymi (Rycina 3). Mogg one utrudniac
analize, zwlaszcza gdy probka wymaga odwirowania i oceny osadu. Obecnos¢ ciatek
zelatynowych odnotowuje sie w uwagach pod wynikiem.
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Rycina 3. Pojemnik z nasieniem z widocznymi ciatkami zelatynowymi (A). Szkietko podstawo-
we z kropla nasienia i widocznym ciatkiem zelatynowym (B). Fotografie autorstwa dr n. med. Ka-
tarzyny Marchlewskiej.

Przyczyny nieprawidlowego wygladu nasienia (Bjorndahl, 2010; Cooper, 2010) to
m.in.:

* kolor z6ttawy — zottaczka, niektére leki np. witaminy z grupy B;

* kolor czerwono-brunatny — domieszka krwi;

* ciatka zelatynowe — znaczenie kliniczne nie jest znane.

Lepkos$¢ nasienia

Lepko$¢ nasienia okresla sie na podstawie dlugosci kropli wyplywajacej z pipety
o szerokim ujsciu (jednorazowa pipeta Pasteura). W przypadku zwiekszonej lepkosci
nasienie nie wyplywa kroplami, ale tworzy nici o dtugosci powyzej 2 cm. Inna metoda
oceny polega na zanurzeniu w nasieniu szklanej paleczki, podniesieniu jej i obserwacji,
czy nie tworzy sie ni¢ o dtugosci powyzej 2 cm.

W niektérych przypadkach nasienie jest niehomogenne i miejscami ma podwyzszo-
ng lepkos$¢ lub obecne sg pasma $luzu. Nalezy takg obserwacje uwzgledni¢ w uwagach
pod wynikiem.

W przypadku prawidlowej lepkos$ci nasienie
wypltywa kroplami lub tworzy ni¢ o dlugosci <2 cm

UWAGI:

* Podwyzszona lepkos$¢ nasienia utrudnia zaaspirowanie do automatycznej pipe-
ty wlasciwej objetosci probki. Moze to wplyna¢ na doktadnos¢ wykonywania ta-
kich analiz, jak ocena koncentracji plemnikéw (przygotowywanie rozcienczen),
ocena ruchu plemnikoéw, analiza markeré6w biochemicznych, czy wykrywanie
przeciwcial przeciwplemnikowych.

* W celu zmniejszenia podwyzszonej lepkosci stosuje sie takie same metody jak
przy nieprawidlowym uplynnieniu nasienia (mechaniczne, enzymatyczne —
patrz rozdziat Czas uptynnienia).
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Przyczyny zwiekszonej lepkosci nasienia (Bjorndahl, 2010; Cooper, 2010) to m.in:
* zaburzenie czynnosci prostaty;
* stan zapalny w ukiadzie piciowym;
* odwodnienie;
* mukowiscydoza.

PH nasienia

Nalezy je oznaczac po uptynnieniu nasienia, zawsze w jednakowym czasie, najlepiej
po 30 min, lecz przed uptywem 60 min od ejakulacji, przy uzyciu papierkéw wskazni-
kowych o zakresie pH 6,0 do 10,0. Zastosowanie papierkdw uniwersalnych w zakresie
0-14,0 nie pozwala na uzyskanie doktadnosci pomiaru wymaganej do oceny nasienia.

Dolna warto$¢ referencyjna dla pH ejakulatu wynosi:
7,2

UWAGI:

* Przy zakupie nowego opakowania papierkdw wskaznikowych nalezy sprawdzi¢
ich doktadnos$¢ przy uzyciu wzorcowych roztworéw buforowych o okreslonym
pPH.

* Po oddaniu nasienia jego pH wzrasta z czasem, wiec wysokie wartosci pH mogg
nie stanowic¢ istotnej klinicznie informacji.

Przyczyny nieprawidlowego pH nasienia (de la Taille i wsp., 1998; Weiske i wsp.,
2000; Daudin i wsp., 2000; von Eckardstein i wsp., 2000; Bjorndahl, 2010; Cooper, 2010).
PH nasienia <7,0 moze $wiadczy¢ m.in. o:

* niedorozwoju/zaburzeniu czynnosci pecherzykéw nasiennych;

* niedroznosci drog wyprowadzajacych wydzieline pecherzykoéw nasiennych.
pH nasienia >8,5 i matla objetos$¢ nasienia moze $wiadczy¢ m.in. o:

* niedorozwoju/zaburzeniu czynnosci gruczotu krokowego;

* niedroznosci drog wyprowadzajacych wydzieline gruczotu krokowego.

Zapach

Prawidlowa prébka nasienia ma zapach okreslany jako zapach kasztanéw lub chlo-
ru. W przypadku, kiedy zapach znacznie rézni sie od prawidlowego, nalezy ten fakt za-
notowa¢ w uwagach, gdyz moze by¢ to zwigzane z wystepujacymi u ukiadzie pliciowym
infekcjami.

WSTEPNA OCENA MIKROSKOPOWA

Do oceny mikroskopowej zaleca sie uzywanie mikroskopu kontrastowo-fazowego
z zestawem obiektywow o powiekszeniu 10x, 20x, 40x, 100x. Dopuszczalne jest wyko-
rzystanie mikroskopu swietlnego.

Badanie mikroskopowe rozpoczyna sie zaraz po upltynnieniu prébki, najlepiej w cza-
sie do 30 min, jednak nie p6zniej niz w ciggu 60 min od ejakulacji. Jesli upiynnienie nie
nastapito w przeciggu 60 min, to przed przystapieniem do analizy probka powinna by¢
poddana dodatkowej obrébce (mechanicznej lub enzymatycznej — patrz rozdziat Czas
uptynnienia).

16 podstawowe badanie nasienia wg standardow Swiatowej Organizacji Zdrowia z




Przygotowanie preparatu bezposredniego

Przed kazdorazowym pobraniem probki do oceny mikroskopowej nasienie nalezy
bardzo starannie, ale delikatnie wymiesza¢, unikajgc tworzenia pecherzykéw powie-
trza. Do mieszania polecana jest jednorazowa pipeta Pasteura o szerokim ujsciu (1,5
mm, pojemnos¢ 3 ml), ktorg nalezy delikatnie zaaspirowac prébke okoto 10 razy. Na-
stepnie, przy uzyciu pipety automatycznej nalezy nanie$¢ 10 ul nasienia na szkietko
podstawowe, przykry¢ szkietkiem nakrywkowym o wymiarach 22 x 22 mm unikajac
tworzenia si¢ pecherzykdw powietrza. Tak przygotowany preparat pozostawia sie na
ok. 1 min w temp. 20-25°C lub 37°C, a nastepnie poddaje ocenie mikroskopowe;j.

UWAGI:

* Do mieszania prébki nie zaleca sie stosowania wytrzgsarki (ang. vortex), ponie-
waz moze to powodowac uszkodzenie plemnikdow.

* Objetos¢ nanoszonej na szkietko podstawowe probki nasienia i rozmiar szkiel-
ka nakrywkowego muszg by¢ wystandaryzowane, aby zapewni¢ uzyskanie pre-
paratu o giebokosci 20 um, co ma istotne znaczenie przy ocenie ruchu plemni-
kéw (patrz rozdziat Ocena ruchliwosci plemnikow). Zalecang gleboko$¢ preparatu
uzyskuje sie, gdy zostanie naniesiona prébka o objetosci 10 ul i przykryje sie ja
szkietkiem nakrywkowym o wymiarach 22x22 mm, lub 6,5 ul i przykryje sie
szkietkiem o wymiarach 18x18 mm, lub 11 ul i przykryje sie szkietkiem o wymia-
rach 21x26 mm.

Wstepna ocena mikroskopowa preparatu przyzyciowego

Ocene te wykonuje sie w powiekszeniu 100x. Umozliwia ona zaobserwowanie:

* wystepowania pasm $luzu;

* nieprawidtowosci w zachowaniu sie plemnikéw (agregacja, aglutynacja);

* obecnosci komdrek okragtych (komoérek spermatogenezy, leukocytow);

* obecnosci samych giéwek lub samych witek plemnikéw;

* obecnosci innych elementéw morfotycznych (np. erytrocytéw, komoérek nabton-

kowych, krysztatéw sperminy, cialek resztkowych).

Agregacje obserwuje sie, gdy nieruchome plemniki przylegaja do siebie, lub rucho-
me plemniki przylegaja do pasm $luzu, innych komoérek lub do cialek resztkowych two-
rzac skupiska.

Aglutynacje obserwuje sie, gdy ruchome plemniki przylegaja do siebie tworzac
skupiska (tzw. aglutynaty). Plemniki mogg przylega¢ do siebie na zasadzie ,gtéwka-
-gtowka”, ,witka-witka”, lub w sposéb mieszany (,,gléwka-witka”). Plemniki zwigzane
w aglutynacie zwykle wykazujg dos$¢ energiczny ruch, chociaz w niektérych wypad-
kach, kiedy aglutynacja jest bardzo duza i dotyczy wielu plemnikéw ich ruch moze by¢
stabszy. Zjawisko aglutynacji dotyczy tylko plemnikow.

Aglutynacja okreslana jest w stopniach od 1 do 4:

* stopien 1 — gdy <10 plemnikéw tworzy skupiska, a w preparacie obecnych jest

wiele wolnych plemnikéw;

* stopien 2 — gdy od 10 do 50 plemnikéw tworzy skupiska, a w preparacie obecne

sg wolne plemniki;

* stopien 3 — gdy >50 plemnikéw tworzy skupiska, a w preparacie obecne sg tylko

pojedyncze wolne plemniki;

* stopien 4 — gdy wszystkie plemniki tworzg skupiska, a poszczegodlne skupiska 13-

czg sie ze soba.

Okreslenie stopnia aglutynacji nie zawsze daje pelna charakterystyke tego zjawi-
ska. Wielko$¢ skupiska aglutynacji nie zalezy od czestosci jej wystepowania w nasieniu.
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Wobec tego moze wystapi¢ sytuacja, gdy jest bardzo wiele aglutynatéw skupiajacych
tylko kilka plemnikéw (stopien 1), ale niewiele wolnych plemnikéw obecnych w prepa-
racie. Mozna tez zauwazy¢ inng sytuacje, kiedy w badanym preparacie znajduje sie jed-
ng, ale bardzo duza aglutynacje (>50 plemnikéw, stopien 3) oraz bardzo wiele swobod-
nie poruszajgcych sie plemnikéw. Powinno sie wobec tego oprdcz stopnia aglutynacji
uwzgledni¢ na wyniku réwniez czesto$¢ wystepowania tego zjawiska. Czestos$¢ wyste-
powania aglutynacji ocenia si¢ w powiekszeniu 200x i opisuje jako ilo$¢ w polu widze-
nia lub w preparacie.

UWAGI:

* Ruchliwe plemniki, ktére przylegaja do komorek okragtych, nieruchomych plem-
nikéw, czy innych elementéw morfotycznych w nasieniu (agregacje) nie powin-
ny by¢ brane pod uwagg przy ocenie stopnia aglutynacji.

* Obecnos$¢ aglutynacji sugeruje wystepowanie przeciwcial przeciwplemniko-
wych, a w takim wypadku lekarz powinien zleci¢ dodatkowe badania (MAR-test,
Immunobead test).

* Wystepowanie masywnej aglutynacji moze wptywac na ocene koncentracji i ru-
chu plemnikow.

OCENA RUCHLIWOSCI PLEMNIKOW

Ruchliwo$¢ plemnikéw nalezy ocenia¢ zaraz po uplynnieniu nasienia, najlepiej
w ciggu 30 min ale przed uptywem 60 min od ejakulacji, aby unikna¢ niekorzystnego
wplywu zmiany pH, temperatury oraz odwodnienia prébki.

Oceny dokonuje sie¢ w dwoch preparatach bezposrednich pod powiekszeniem 400x
lub 200x. Znormalizowana objetos¢ nasienia (10 ul) oraz wymiary szkietka nakrywko-
wego (22x22 mm) majg na celu uzyskanie stalej gtebokosci (okoto 20 wm) ocenianych
preparatow, ktora pozwala na swobodny ruch plemnikéw. Procedura moze by¢ prze-
prowadzona w temperaturze pokojowej 20-25°C lub w temperaturze 37°C. Ruchliwos¢
plemnikéw zalezy od temperatury i jest optymalna w 37°C. Dlatego tez, temperaturg
z wyboru do oceny ruchu plemnikéw jest temperatura 37°C. Jezeli ocenia sie prepa-
rat w temp. 37°C to probke inkubuje sie réwniez w tej temperaturze, uzywa wstepnie
ogrzanych szkietek podstawowych i nakrywkowych oraz mikroskopu zaopatrzonego
w podgrzewany stolik. Nadmierne wychtodzenie lub ogrzanie prébki powoduje ostabie-
nie ruchu lub catkowite unieruchomienie plemnikéw.

Ruch plemnikéw klasyfikuje sie wediug nastepujacej skali:

* ruch postepowy (ang. progressive motility — PR) — plemniki poruszajace si¢ ru-
chem postepowym zaréwno liniowym, jak i po duzym okregu, bez wzgledu na
ich szybkos¢;

* ruch niepostepowy (ang. non progressive motility — NP) — plemniki poruszajace sie
ruchem niepostepowym (w miejscu i po malym okregu);

* plemniki nieruchome (ang. immotility — IM).

Dolna wartos¢ referencyjna dla odsetka plemnikéw ruchliwych
(catkowita ruchliwo$¢ plemnikéw — PR+NP) wynosi:
40%
(5. centyl, 95% przedzial ufnosci: 38-42%)
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Dolna warto$¢ referencyjna dla odsetka plemnikéw z ruchem postepowym (PR)
Wynosi:
32%
(5. centyl, 95% przedzial ufnosci: 31-34%)

Z klinicznego punktu widzenia istotne jest obliczenie catkowitej liczby plemnikow
o ruchu postepowym w ejakulacie. Uzyskuje si¢ ja mnozac catkowitg liczbe plemnikéw
w ejakulacie przez odsetek plemnikéw o ruchu postepowym (przykiad 1).

Przyklad 1: Wyliczona catkowita liczba plemnikéw wynosi 54 mln/ejakulat. Odsetek
plemnikéw z ruchem postepowym to 25%. Tak wiec catkowita liczba plemnikéw wyka-
zujacych ruch postepowy bedzie wynosita 54*25/100=13,5 mln w ejakulacie.

Dolna wartos¢ referencyjna dla catkowitej liczby plemnikéw
o ruchu postepowym wynosi:
12,5 mln|ejakulat*

* Warto$¢ te obliczamy mnozac dolng wartos¢ referencyjng dla catkowitej liczby plemnikéw w eja-
kulacie (39 mln) przez dolng warto$¢ referencyjng dla odsetka plemnikéw wykazujacych ruch po-
stepowy (32%).

UWAGI:

* Glebokos$¢ preparatu mniejsza niz 20 um ogranicza ruch obrotowy plemnikéw
(Le Lannou i wsp., 1992; Kraemer i wsp., 1998).

* Jezeli preparat bedzie zbyt gleboki (powyzej 20 um ) to ruch bedzie trudny do
oceny ze wzgledu na nieostry obraz.

* W przypadku, gdy liczba plemnikéw w polach widzenia znacznie sie rézni, ozna-
cza to, ze probka jest niehomogenna. Nalezy jeszcze raz doktadnie wymieszac
probke nasienia i przygotowac nowe preparaty. Brak homogennosci moze wyni-
kac¢ z nieprawidiowej konsystencji, nieprawidiowego uptynniania, agregacji lub
aglutynacji plemnikow.

* Ocene ruchu plemnikéw powinno si¢ wykonywac co najmniej 5 mm od krawe-
dzi szkietka nakrywkowego w celu unikniecia wplywu wysuszania preparatu
na ruchliwos¢.

* Przy duzej ilosci plemnikéw rekomenduje si¢ wykorzystanie okularu z siatka, co
pozwala ograniczy¢ obszar przegladania oraz utatwia liczenie ruchomych i nie-
ruchomych plemnikoéw.

* W danym polu widzenia (kwadracie siatki okularu) jako pierwsze liczy si¢ plem-
niki poruszajace si¢ ruchem postegpowym, a nastepnie w tym samym polu ocenia
sie plemniki o ruchu niepostepowym oraz plemniki nieruchome.

* W celu oceny i klasyfikacji ruchu obserwacji poddaje si¢ plemniki przynajmniej
w 5 polach widzenia, przy czym ocenia si¢ nie mniej niz 200 plemnikéw w jed-
nym preparacie z wykorzystaniem sumatora hematologicznego.

* Przy ocenie ruchu nalezy pamietaé, aby w ostatnim polu widzenia ocenié ruch
wszystkich plemnikéw, nawet jesli wczesniej przekroczona zostata liczba 200
ocenionych plemnikéw.

* Ocenia sie tylko nieuszkodzone plemniki (majace giéwke i witke), poniewaz tyl-
ko takie uwzglednia sie przy wyliczaniu liczby plemnikéw. Nie bierze si¢ pod
uwage pozbawionych giéwek witek (ang. pinhead).

* Ruch wyraza sie jako odsetek plemnikéw o danym typie ruchu, wynik zaokragla-
jac do liczby catkowitej. Wynik podaje si¢ jako $rednig z dwoch wynikéw uzyska-
nych z oceny ruchu danego typu w dwdéch preparatach po zweryfikowaniu réz-
nicy z poszczegdlnych zliczen.
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* W celu zweryfikowania dopuszczalnej réznicy pomiedzy wynikami uzyskanymi
z obu preparatow nalezy poréwnac wyniki reprezentujgce najliczniejszg katego-
rie ruchu (patrz przyktad 2 i 3) wykorzystujac do tego celu Tabele 1.

* W przypadkach niezgodnosci co do réznicy wynikajgcej z Tabeli 1 liczenie musi
by¢ wykonane w catosci od poczatku, poczawszy od wykonania dwdéch nowych
preparatow bezposrednich.

* Podczas analizy prébek niehomogennych czasami nawet trzeci zestaw powto-
rzen moze wykazaé¢ niedopuszczalne réznice. W takich przypadkach nalezy ob-
liczy¢ $rednig ze wszystkich powtérzen i odnotowac to w uwagach na wyniku.

Tabela 1. Akceptowalna réznica w odsetkach ruchu plemnikéw uzyskanych z dwoch
zliczen w zaleznos$ci od ich $redniej.

Srednia (%) Akceptowalna réznica
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Przyklad 2: Podczas analizy ruchu w dwoéch preparatach uzyskano wyniki: ruch po-
stepowy — 30% i 50%; ruch niepostepowy — 5% i 15% oraz plemniki nieruchome — 65%
135%. Najliczniejszg kategorie ruchu reprezentowaly plemniki nieruchome, ich $rednia
to 50%, a réznica pomiedzy nimi wynosi 30%. Z Tabeli 1 wynika, ze dla wartosci 50%
dopuszczalna réznica pomiedzy wynikami wynosi 10%. Dopuszczalna réznica dla $red-
niej z dwdch zliczen zostala przekroczona, tak wiec nalezy wykonac¢ ocene ruchu jesz-
cze raz (od momentu przygotowania preparatoéw przyzyciowych).

Przyktad 3: Podczas analizy ruchu w dwoch preparatach uzyskano wyniki: ruch po-
stepowy — 37% i 28%; ruch niepostepowy —3% i 6% oraz plemniki nieruchome — 60%
1 66%. Najliczniejszg kategorie ruchu reprezentowaty plemniki nieruchome, ich $rednia
to 65%, a réznica pomiedzy nimi wynosi 6%. Z Tabeli 1 wynika, ze dla wartosci $red-
niej 63% dopuszczalna réznica pomiedzy wynikami wynosi 10%. R6znica z dwoch zli-
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czen (6%) jest mniejsza od réznicy akceptowalnej (10%) odczytanej z tabeli, tak wiec
wylicza sie srednig dla kazdego typu ruchu: PR-32%, NP-4%, IM-63%.

Przyczyna zmniejszonego odsetka plemnikéw ruchliwych (Chemes i Rawe,

2003 Bjorndahl, 2010; Cooper, 2010; Krausz, 2014) moze by¢ m.in.:

zaburzenie czynnosci prostaty;

* zwiekszona lepko$¢ nasienia;

* zwiekszona aglutynacja lub agregacja plemnikow;

* przeciwciala przeciwplemnikowe;

* stan zapalny w ukiadzie moczowo-piciowym;

* mucowiscydoza;

* zespot wrogiego najadrza;

* zespot Kartagenera;

* zespo6l 9+0;

* zespOt nieruchomych rzesek;

* zylaki powrdézkéw nasiennych;

* czynniki toksyczne np. metale ciezkie; ksenoestrogeny;

* podwyzszona temperatura;

* nadmierne spozycie alkoholu, palenie papierosow;

* pole elektromagnetyczne.

OCENA ZYWOTNOSCI PLEMNIKOW

Ocena zywotnosci plemnikéw odbywa sie poprzez identyfikacje plemnikéw z nie-
naruszong, integralng biong komorkowa. Wymagane jest jej wykonanie w probkach,
gdzie ruch catkowity plemnikéw jest ponizej wartosci referencyjnych (<40% plemni-
kéw ruchomych), jednak moze ona by¢ wykonywana rutynowo we wszystkich prob-
kach nasienia. Ocena zywotnosci plemnikéw powinna by¢ wykonana zaraz po uptyn-
nieniu prébki, najlepiej w czasie do 30 min, jednak nie pdzniej niz w ciggu 60 min od
ejakulacji.

Dolna warto$¢ referencyjna dla odsetka zywych plemnikéw wynosi:
58%
(5. centyl, 95% przedzial ufnosci: 55-63%)

Z klinicznego punktu widzenia istotne jest obliczenie catkowitej liczby plemnikéw
zywych w ejakulacie. Uzyskuje sie ja mnozac catkowitg liczbe plemnikéw w ejakula-
cie przez odsetek plemnikéw zywych (patrz przykiad 1 — wyliczanie catkowitej liczby
plemnikéw o ruchu postepowym).

Dolna wartosc¢ referencyjna dla catkowitej liczby plemnikéw zywych:
22,6 mln|ejakulat*

*Warto$¢ te obliczamy mnozac dolng warto$¢ referencyjna dla catkowitej liczby plemnikéw w ejaku-
lacie (39 mln) przez dolng warto$¢ referencyjng dla odsetka plemnikéw zywych (58%).

UWAGI:
* Klinicznie wazne jest, czy plemniki nieruchome sg martwe, czy zywe. Wynik zy-
wotnosci powinien by¢ interpretowany w powigzaniu z oceng ruchliwosci plem-
nikow.
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* Ocena zywotnos$ci stanowi swego rodzaju sprawdzenie poprawnosci oceny ru-
chu plemnikéw. Odsetek martwych plemnikéw nigdy nie powinien przewyzszac
odsetka plemnikéw nieruchomych (biorgc pod uwage btad préby), z kolei odsetek
zywych plemnikéw zwykle przewyzsza odsetek plemnikéw wykazujgcych ruch.

Zalecane testy oceny zywotnosci plemnikow:
* test eozyna-nigrozyna;
* przyzyciowy test eozynowy;
* hipoosmotyczny test pecznienia plemnikéw (HOS test, ang. hypo-osmotic swelling
test).

Zasada dzialania testéw do oceny zywotnosci

Test eozyna-nigrozyna i przyzyciowy test eozynowy opieraja si¢ na zasadzie przeni-
kania barwnika, w tym wypadku eozyny, przez uszkodzong bione komérkowgq plemni-
kéw martwych, w ktérych gtéwka zabarwia sie na czerwono lub ciemno-rézowo. Glow-
ki plemnikéw zywych nie absorbuja eozyny i pozostajg niezabarwione lub lekko r6zowe
(Rycina 4).

Z kolei test HOS opiera sie na zasadzie, ze tylko plemniki z integralng, nienaruszo-
ng blong komorkowa (plemniki zywe) po umieszczeniu w roztworze hipoosmotycznym
beda ulegaly pecznieniu na skutek wnikania wody do wnetrza plemnika, co skutkuje
~ZWijaniem” (pecznieniem) ich witek. W plemnikach niezywych nie obserwuje sie zad-
nych zmian w wygladzie witki.

Test eozyna-nigrozyna

Do testu wykorzystuje sie rozmazy plemnikéw wybarwione mieszaning barwnikow
eozyna-nigrozyna. Etap barwienia plemnikéw odbywa si¢ w probéwce typu eppendorf.
Test mozna wykonywac za pomocg dostepnych komercyjnie zestawow lub przygotowu-
jac samodzielnie odczynniki.

Przygotowanie odczynnikow:

* rozpusci¢ 0,67 g eozyny Y (C.I. 45380) i 0.9 g chlorku sodu (NaCl) w 100 ml desty-

lowanej wody (lekko podgrzewajac);

* dodac¢ 10 g nigrozyny (C.I. 50420) do 100 ml ww. roztworu eozyny Y;

* zagotowad roztwor, nastepnie pozostawi¢ do wystygniecia w temp. pokojowej;

e przefiltrowaé przez bibutle filtracyjna (np. 90 g/m?), przechowywaé¢ w ciemnej

butelce.

Analize wykonuje sie w dwdéch powtérzeniach. W celu wykonania testu pobiera sie
po 50 ul uptynnionego nasienia do dwdch probéwek typu eppendorf, dodaje po réwnej
objetosci przygotowanej mieszaniny barwnikow eozyna-nigrozyna i dokladnie miesza.
Po 30 s z kazdej mieszaniny wykonuje sie rozmaz. Po wyschnieciu, kazdy z preparatow
ocenia sie pod immersjg przy powiekszeniu 1000x. W kazdym z preparatow liczy sie po
co najmniej 200 plemnikéw z wykorzystaniem sumatora hematologicznego, réznicujac
je na zywe (niezabarwione gléwki) i martwe (gléwki czerwone lub ciemnorézowe) (Ry-
cina 4A);

Barwnik nigrozyna zwieksza kontrast miedzy tlem preparatu (rozmazu) a gtéwka-
mi plemnikéw, co utatwia ich réznicowanie. Preparaty mikroskopowe wykonane tym
testem po zabezpieczeniu (np. balsamem kanadyjskim) mozna przechowywac¢ do po-
nownej oceny i do kontroli jakosci (Bjorndahl i wsp., 2003).
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UWAGI:

* Nalezy pamieta¢, aby w ostatnim polu widzenia oceni¢ wszystkie znajdujace sie
tam plemniki, nawet jesli wczes$niej przekroczona zostatla liczba 200 plemnikéw.

* W wyniku podaje si¢ odsetki plemnikéw zywych i martwych bedace Srednig
z dwdéch wynikéw uzyskanych z oceny w dwoch preparatach, po zweryfikowa-
niu réznicy z poszczegoélnych zliczen (patrz rozdziat Ruchliwos¢ plemnikow, Tabe-
la 1); Przy ocenie zywotnosci plemnikéw do weryfikacji dopuszczalnej réznicy
pomiedzy wynikami uzyskanymi z obu preparatéw nalezy poréwnac wyniki dla
zywych plemnikow.

* W przypadkach niezgodnosci co do réznicy wynikajgcej z Tabeli 1 ocena musi
by¢ wykonana w calosci od poczatku (od wykonania etapu barwienia w probéw-
kach typu eppendorf).

Przyzyciowy test eozynowy

W tym tescie probke ocenia sie w preparacie przyzyciowym, a nie w rozmazie. Me-
toda jest prosta i szybka, ale preparaty nie mogg by¢ przechowywane. Do barwienia
wykorzystuje sie 0,5% roztwdr eozyny Y w fizjologicznym roztworze soli (0,9% Nacl).

Przygotowanie odczynnikow:

* rozpuscic 0,9 g NaCl w 100 ml destylowanej wody;

* rozpuscic 0,5 g eozyny Y (C.I 45380) w 100 ml roztworu NacCl.

Niektore komercyjne roztwory eozyny sa hipotoniczne i dajg fatszywie pozytywne
wyniki (Bjérndahl i wsp., 2004). Uzywajac takich roztworéw nalezy dodac¢ 0,9 g NaCl do
100 ml roztworu, aby podnies¢ jego osmolalnosc.

Analize wykonuje sie¢ w dwdch powtdrzeniach. Obydwa preparaty moga by¢
wykonane na jednym szkietku podstawowym. W celu wykonania testu naktada sie dwa
razy po 5 ul uptynnionego nasienia na szkietko podstawowe i kazda krople taczy z 5ul
roztworu eozyny delikatnie mieszajgc (np. koncéwka do pipety). Nastepnie obie miesza-
niny nakrywa sie szkietkami nakrywkowymi (22x22 mm) i po 30 s poddaje ocenie naj-
lepiej z wykorzystaniem ujemnego kontrastu fazowego pod powigkszeniem 200x lub
400x. Dopuszcza sie ocene w mikroskopie swietlnym. W kazdym z preparatéw liczy sie
po co najmniej 200 plemnikéw z wykorzystaniem sumatora hematologicznego, rozni-
cujac je na zywe (niezabarwione gtéwki) i martwe (gléwki czerwone lub ciemnorézo-
we) (Rycina 4B). Zasady dotyczgce wykonywania analizy sg takie same jak przy tescie
eozyna-nigrozyna (patrz Uwagi powyzej).

UWAGI:

* Plemniki, w ktérych wybarwia si¢ tylko pewien rejon wstawki, a reszta gtéwki
pozostaje niezabarwiona, ocenia sie jako zywe. Sg to tzw. plemniki z nieszczelng
membrang wstawki (tzw. ,,przeciekajgca wstawka”).

* Jezeli w przyzyciowym tescie eozynowym wystepuja trudnosci z oceng jasno-ro-
zowych gléwek, lub gidwek z ,przeciekajgcag wstawka” to zaleca sie wykonanie
oceny z wykorzystaniem testu eozyna-nigrozyna w celu zwiekszenia kontrastu
pomiedzy ttem a glowka.
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Rycina 4. Obrazy mikroskopowe preparatéw nasienia wybarwionych w tescie eozyna-nigrozy-
na (A) i w przyzyciowym tescie eozynowym (B). Plemniki, ktérych giéwki wybarwione sg na ko-
lor czerwony lub ciemno ré6zowy sg plemnikami niezywymi, a plemniki, ktérych giéwki sa nie-
zabarwione lub lekko rézowe sg plemnikami zywymi. Mikrofotografie autorstwa dr n. med.
Katarzyny Marchlewskiej.

Hipoosmotyczny test pecznienia plemnika (HOS test)

Test ten jest metoda alternatywna do przedstawionych testéw barwnych (Jeyendran
i wsp., 1984). Wykonywany jest w sytuacjach, gdy chce sie unikng¢ barwienia plemni-
kéw np. przy selekcji zywych plemnikéw do metod wspomaganego rozrodu (docyto-
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plazamtyczne wstrzykniecie plemnika do komorki jajowej, ang. intracytoplasmic sperm
injection — ICSI). W plemnikach zywych, z integralng btong komoérkows, juz po 5 min
w $rodowisku hipoosmotycznyczm dochodzi do zmian w wygladzie witki, a zmiany te
stabilizujg sie w przeciggu 30 min (Hossain i wsp., 1998). Ocena dla celéw terapeutycz-
nych wykonywana jest po 5 min inkubacji, a do badan rutynowych stosuje sie 30 min
inkubacje (Hossain i wsp., 1998). Test ten mozna wykonywac za pomocg dostepnych ko-
mercyjnie zestawow lub przygotowujac samodzielnie roztwoér hipoosmotyczny.

Przygotowanie odczynnikdw:

* roztwdr hipoosmotyczny dla celéw diagnostycznych: rozpusci¢ 0,735 g cytrynia-
nu sodu (2x H,0) i 1,351 g D-fruktozy w 100 ml destylowanej wody; rozpipetowac
przygotowany roztwor po 1 ml i zamrozi¢ w — 20°C;

* roztwdr hipoosmotyczny wykorzystywany w celach terapeutycznych: rozcien-
czone sterylng wodg medium w stosunku 1:2 (1+1).

Analize wykonuje sie w dwdch powtorzeniach. W celu wykonania testu pobiera sie
po 100 ul uptynnionego nasienia i dodaje do dwéch probéwek typu eppendorf, w kto-
rych znajduje sie 1 ml hipoosmotycznego roztworu, i dokiadnie miesza. Nastepnie mie-
szaniny inkubuje sie w 37°C przez 30 min (lub 5 min). Po tym czasie 10 ul mieszaniny
nakrapla si¢ na szkietko podstawowe, nakrywa szkietkiem nakrywkowym 22x22 mm
i ocenia, najlepiej w mikroskopie kontrastowo-fazowym, pod powiekszeniem 200x lub
400x, réznicujac plemniki z na te witka niezmieniong (plemniki martwe) oraz te z na-
pecznialg witka (plemniki zywe). Zasady dotyczgce wykonywania analizy sg takie same
jak przy tescie eozyna-nigrozyna (patrz Uwagi powyzej).

Przyczyny duzego odsetka martwych i zarazem nieruchomych plemnikéow
(Wilton i wsp., 1988;. Correa-Perez i wsp., 2004; Bjorndahl, 2010; Cooper, 2010) to

m.in.:
* stan zapalny w ukladzie piciowym;
* czynniki toksyczne np. metale ciezkie, ksenoestrogeny,
niektdre chemioterapeutyki;
* zylaki powrozkow nasiennych;
* podwyzszona temperatura;
* nadmierne spozycie alkoholu;
* palenie duzych ilo$ci papieroséw.

OCENA LICZBY PLEMNIKOW

Liczba plemnikéw opisywana jest przez dwa parametry: koncentracje plemnikéw
oraz catkowitg liczbe plemnikéw w ejakulacie. Pierwszy z nich odnosi sie do liczby
plemnikéw w jednostce objetosci nasienia (mln/ml), podczas gdy drugi odnosi sie do
liczby plemnikéw w calej objetosci ejakulatu (mln/ejakulat) i wylicza sie go mnozac
koncentracje plemnikéw przez objetos¢ ejakulatu. Wyniki dla obu parametréw powin-
ny znalez¢ sie na wyniku badania nasienia.

Termin ,,gesto$¢ plemnikéw” oznacza mase plemnikéw w jednostce objetosci. Nie
powinien by¢ mylony z terminem , koncentracja plemnikéw”, ktéry przedstawia liczbe
plemnikéw w jednostce objetosci.

Dolna warto$¢ referencyjna dla koncentracji plemnikéw wynosi:
15x10° plemnikéw | ml
(5. centyl, 95% przedzial ufnosci: 12-16 x 10° plemnikéw [ ml)

e badanie nasienia wg standardéw Swiatowej Organizacji Zdrowia z roku 2010 25




Dolna warto$¢ referencyjna dla catkowitej liczby plemnikéw wynosi:
39x10° plemnikéw | ejakulat
(5. centyl, 95% przedzial ufnosci: 33-46 x 10° plemnikéw | ejakulat)

Zaréwno catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie, jak i koncentracja plemnikéw,
sg Scisle zwigzane z czasem do uzyskania cigzy (Slama i wsp., 2002) oraz czestoscig uzy-
skanych cigz u partnerek (WHO 1996, Zinaman i wsp., 2000). Stanowig one parametry
pozwalajgce na prognozowanie mozliwosci uzyskania cigzy (Bonde i wsp., 1998, Larsen
i wsp., 2000).

Wstepna ocena liczby plemnikéw w preparacie przyzyciowym

i przygotowanie rozcienczen probki do oceny w komorze zliczeniowej

W celu ustalenia odpowiedniego rozcienczenia prébki nasienia do oceny koncen-
tracji plemnikéw wykonuje sie ocene liczby plemnikéw w polu widzenia w preparacie
przyzyciowym (ten sam preparat, ktéry jest wykorzystywany do wstepnej oceny mi-
kroskopowej nasienia i oceny ruchliwosci plemnikéw). Zlicza sie plemniki co najmniej
z 5 pol widzenia pod powiekszeniem 200x lub 400x i oblicza $rednig liczbe plemnikéw
w polu widzenia.

UWAGI:

* Jesliliczba plemnikéw w kolejnych polach widzenia znacznie sie rézni, to prob-
ka jest niehomogenna. W takim przypadku prébka nasienia powinna by¢ jeszcze
raz doktadnie wymieszana i powinno sie przygotowac¢ nowy preparat do oceny.

* Brak homogennos$ci probki moze wynikaé z nieprawidiowej konsystencji nasie-
nia (zwiekszona lepkosc), nieprawidiowego uptynnienia, wystepowania agrega-
cji lub aglutynacji plemnikéw. W takich przypadkach ocena koncentracji plemni-
kow bedzie utrudniona.

* Jesli w preparacie przyzyciowym nie znajduje si¢ plemnikoéw to przygotowuje
sie kolejny preparat i ocenia go jeszcze raz. Jesli i w drugim preparacie nie znaj-
duje sie plemnikow, to postepuje sie z probkg wg opisu w rozdziale Postepowanie
z probkg, kiedy w preparacie przyzyciowym nie ma plemnikow.

Nastepnie korzystajac z Tabeli 2 wykonuje sie odpowiednie rozcienczenia w dwéch
probowkach typu eppendorf (2 powtoérzenia) do oceny w komorze zliczeniowej. Zaleca-
nym rozcienczalnikiem do przygotowanie rozcienczen probki jest roztwor wodorowe-
glanu sodu NaHCO, w formalinie.

Przygotowanie odczynnika:
* rozpusci¢ 50 g NaHCO, w 10 ml 35% formaliny (v/v);
* ww. roztwor nalezy dobrze wymieszaé i uzupetni¢ wodg destylowang do 1000
ml; trwato$¢ roztworu w temp. 4°C — 12 miesiecy.

Do wykonania rozcienczen zalecane jest uzywanie automatycznych pipet tioko-
wych (ang. positive-displacement pipette) oraz aspirowanie probki nasienia o objetosci
nie mniejszej niz 50 ul w celu zminimalizowania bledu zwigzanego z pobieraniem ma-
tych objetosci (Tabela 2).
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Tabela 2. Zalecane rozcienczenia w zaleznosci od usrednionej liczby plemnikéw w polu

widzenia przy powigkszeniu 400x lub 200x.

e ol ke ol Objetosé nasie- | Objetos¢ rozcien-
nikéw w polu nikéw w polu . . . ]
. z . - Rozcienczenie nia czalnika
widzenia widzenia w ol wul
(pow. 400x) (pow. 200x) K B
<2 <8 1:2 50 50
(1+1)
2-15 8-60 1:2 50 50
(1+1)
16-100 64-400 1:5 50 200
(1+4)
> 101 > 404 1:20 50 950
(1 +19)

W wyjatkowych wypadkach, kiedy rozcienczenie 1:20 jest niewystarczajgce (w ko-
morze duzo plemnikéw zachodzi na siebie) nalezy przygotowaé wieksze rozcienczenie
(1:50 tj. 50 ul nasienia i 2450 ul rozcienczalnika).

UWAGI:

* Wykonanie rozcienczen powinno nastgpi¢ w czasie do 60 min od ejakulacji.

* Najpierw do opisanych probéwek typu eppendorf przenosi sie odpowiednig ob-
jetosc¢ rozcienczalnika.

* Tuz przed pobraniem odpowiedniej objetosci nasienia (nie mniej niz 50 ul) do-
kiadnie i delikatnie miesza sie prébke (patrz Przygotowanie preparatu bezposred-
niego).

* Po pobraniu nasienia nalezy wytrze¢ koncéwke pipety z nadmiaru nasienia (nie
dotykac ujscia koncowki).

* Dodaje si¢ nasienie do rozcienczalnika i przeptukuje koncéwke pipety przez kil-
kukrotne aspirowanie i wypuszczanie roztworu.

* Uzyskany roztwor miesza sie przy uzyciu wytrzasarki i pozostawi¢ na 10 min
w celu unieruchomienia plemnikoéw.

Ocena koncentracji plemnikoéw z wykorzystaniem udoskonalonej

komory Neubauera

Do oceny koncentracji plemnikéw zalecane jest uzywanie komér o giebokosci 100
pum. WHO w swoim podreczniku (WHO 2010) przedstawia procedure oceny koncentra-
¢ji plemnikéw z wykorzystaniem udoskonalonej komory Neubauera (ang. improved Neu-
bauer haemocytometer). Nie zaleca sie¢ stosowania ptytkich komér zliczeniowych (gte-
bokos¢ 10-20 um), w szczegdlnosci napetnianych na zasadzie zjawiska kapilarnego, co
prowadzi do nieréwnomiernego rozmieszczenia plemnikéw w komorze i moze genero-
wac réoznice w uzyskanych wynikach (Marchlewska i wsp., 2010, Christensen i wsp., 2005).

Udoskonalona komora Neubauera jest wykonana ze specjalnego szkla optycznego,
na ktérym wygrawerowane sg dwa jednakowe pola zliczeniowe o rozmiarach 3x3 mm
oddzielone od siebie systemem rowkéw przypominajgcych litere H, przy ktérych znaj-
duja sie (po obu stronach) tzw. stupy boczne, czyli powierzchnie komory, na ktoére na-
suwa sie szkietko (Rycina 5).
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powierzchnie komory
(tzw. boczne stupy),
na ktére nasuwa sie
szkietko nakrywkowe

pola zliczeniowe komory

Rycina 5. Udoskonalona komora Neubauera z zaznaczonymi dwoma wygrawerowanymi polami
zliczeniowymi i dwoma powierzchniami (tzw. stupami bocznymi), na ktére nakiada sie szkiel-
ko nakrywkowe. Fotografia autorstwa dr hab. n. med. Renaty Walczak-Jedrzejowskiej.

Kazde pole zliczeniowe tworzy 9 siatek, kazda o powierzchni 1x1 mm (Rycina 6 A).
Siatki te ré6znig sie od siebie wygrawerowanym ukiadem linii tworzacych kwadraty
i rzedy. Cztery siatki, oznaczone na rycinie numerami 1, 3, 7, 9, zawierajg 4 rzedy po 4
duze kwadraty. Dwie kolejne, nr 2 i 8, zwierajg 4 rzedy po 5 duzych kwadratéw. Siatki
oznaczone numerami 4 i 6 zawierajg 5 rzedéw po 4 duze kwadraty. Siatka centralna, nu-
mer 5, zawiera 5 rzedow, kazdy po 5 duzych kwadratéw (Rycina 6 B). Dodatkowo, kazdy
duzy kwadrat siatki nr 5 zostal podzielony liniami pomocniczymi, tworzac w jego wne-
trzu 16 mniejszych kwadratéw, ktére sg pomocne przy zliczaniu plemnikéw w duzych
kwadratach (Rycina 6 C).
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Rycina 6. Schemat jednego z pdl zliczeniowych wygrawerowanych w udoskonalonej komorze
Neubauera z wszystkimi 9-cioma siatkami (A), siatka srodkowa nr 5 (B) oraz jeden z 25 duzych
kwadratéw siatki nr 5 (C). Rycina autorstwa dr hab. n. med. Renaty Walczak-Jedrzejowskiej.

Przy glebokosci 100 pm nad kazda z 9 siatek znajduje sie 100 nl rozcienczonej probki
nasienia. Tak wiec, w zalezno$ci od numeru siatki, objeto$¢ rozcienczonej probki nasie-
nia nad jej duzym kwadratem lub calym rzedem bedzie r6zna. Objetos¢ probki nasienia
znajdujaca sie nad jednym duzym kwadratem oraz jednym rzedem w poszczegolnych
siatkach komory przedstawiona jest w Tabeli 3.
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Tabela 3. Objetos¢ rozcienczonej prébki nasienia nad jednym kwadratem oraz jednym
rzedem w poszczegolnych siatkach udoskonalonej komory Neubauera przy gtebokosci
rownej 100 wm.

Numer Objetos¢ rozcienczonej Objetosc rozcienczonej
. Charakterystyka siatki | probki nasienia nad jed- | probki nasienia nad jed-
siatki
nym kwadratem (nl) nym rzedem (nl)

1,3,79 zawiera 4 rzedy 6.25 25

po 4 duze kwadraty
2,8 zawiera 4 rzedy 5 25

po 5 duzych kwadratéw
4,6 zawiera 5 rzedow 5 20

po 4 duze kwadraty
5 zawiera 5 rzedow 4 20

po 5 duzych kwadratéw

Jednostka zliczeniowg nazywa si¢ okre$lony obszar siatki, nad ktérym zlicza sie
plemniki. Rodzaj jednostki zliczeniowe]j uzalezniony jest od liczby plemnikéw oraz od
tego, w ktorych siatkach sg one zliczane. Gdy procedura liczenia ogranicza sie do siatek
nr 5, 4, 6 to jednostkg zliczeniowgq jest rzad. Chociaz siatki te majg inny ukiad kwadra-
tow, to przy glebokosci 100 pm, nad kazdym rzedem w tych siatkach znajduje sie taka
sama objetos$¢ rozcienczonej probki nasienia, czyli 20 nl (Tabela 3, 4). Przy niskiej liczbie
plemnikéw, kiedy nie udaje sie zliczy¢ odpowiedniej liczby plemnikéw ww. siatkach (nr
5, 4, 6), procedure liczenia nalezy rozszerzy¢ na cale pole zliczeniowe komory (wszyst-
kie 9 siatek). Wtedy jednostka zliczeniowg jest siatka. Nad kazdg z 9 siatek pola zlicze-
niowego komory, przy giebokosci 100 um, znajduje sie 100 nl rozcieniczonej probki na-
sienia (patrz rozdziat Procedura zliczania plemnikow w udoskonalonej komorze Neubauera
przy ich niskiej liczbie w preparacie przyzyciowym).

Tabela 4. Liczba plemnikéw w polu widzenia w preparacie przyzyciowym, zalecane
rozcienczenia, powierzchnia oceny w polach zliczeniowych komory i wykorzystywana
jednostka zliczeniowa.

Liczba plemnikéw . .
3 - . . . . Jednostka zliczeniowa (ob-
w polu widzenia Rozcienczenie |Powierzchniaoceny |, . .
jetos¢ nad jednostka)
(pow. 400x)
<2 1:2 wszystkie 9 siatek  |siatka (100 nl)

1+1

2-15 1:2 siatkinr 4,5, 6 rzad (20 nl)
1+1

16-100 1:5 siatkinr 4, 5, 6 rzad (20 nl)
(1+4)

> 101 1:20 siatkinr 4, 5,6 rzad (20 nl)
(1 +19)

Przygotowanie komory i jej napelnianie:
* komore przykrywa sie szkietkiem nakrywkowym o okreslonej grubosci (zaleca-
ne szkietko nr 4, o grubosci 0.44 mm). Szkietko najlepiej przymocowuje sie do
lekko wilgotnej powierzchni tzw. bocznych stupéw (Rycina 5);
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e przy prawidiowo umieszczonym szkietku nakrywkowym na powierzchniach
bocznych stup6w komory pojawiaja sie opalizujgce linie tzw. pierscienie New-
tona. Im wiecej linii, tym lepiej przymocowane jest szkietko nakrywkowe i tym
dokladniejsza, stata gtebokos¢ komory. Kiedy widoczna jest tylko jedna lub dwie
linie, to moze to powodowac réznice w giebokosci komory;

rozcienczong probke nasienia, tuz przed wprowadzeniem do komory, nalezy do-
kiadnie wymieszac przez ok. 10 s z wykorzystaniem wytrzgsarki (maksymalne
obroty), nastepnie natychmiast pobrac 6-10 ul zwykla pipeta automatyczng i na-
tozy¢ nad jedno z dwdch pdl zliczeniowych;

miejsce nakiadania prébki przedstawione jest na rycinie 7A. Rozcienczong prob-
ke wypuszcza si¢ z pipety bardzo powoli tuz przed szkietkiem nakrywkowym
(nie dotykac szkietka) i obserwuje sie, jak probka jest aspirowana pod szkietko.
Nalezy sie stara¢, aby nie doprowadzi¢ do tworzenia pecherzykéw powietrza
1 tym samym niedopelnienia komory, czy tez jej przepetnienia (Rycina 7B). Tak
samo postepuje sie z drugg rozcienczong probka, ktéra po wymieszaniu wpro-
wadza sie nad drugie z dwoch pél zliczeniowych komory;

tak przygotowang komore wstawia si¢ do komory wilgotnej (np. przykryta szal-
ka Petriego wypelniona wilgotng bibulg) i pozostawia na co najmniej 4 min
(zwykle ok. 10 min) w temperaturze pokojowej, aby wszystkie plemniki opadty
na dno komory.

>

miejsce naktadania
rozcieficzonej probki

nasienia do komory komory zliczeniowe

l szkietko nakrywkowe
v / .
] powierzchnie do
/ natozenia szkietka stafa gteboko$¢ 100 um

/ tzw. boczne sfupy

o

prawidiowo natozona probka nieprawidiowo natozona prébka

rozcieficzonego nasienia rozcieficzonego nasienia

komora I I

‘ | przepetniona ); ; |

L]

komora

J niedopelniona,
= C'8
widoczne 0
pecherzyki
powlietrza

Rycina 7. Schemat udoskonalonej komory Neubauera; miejsca naktadania rozcienczonej probki
nasienia (A) oraz prawidlowe i nieprawidlowe nalozenie probki rozcieniczonego nasienia (B). Ry-
cina autorstwa dr hab. n. med. Renaty Walczak-Jedrzejowskiej.
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UWAGI:

* W niektdérych komorach powierzchnie, na ktérych umocowuje sie szkietko na-
krywkowe (tzw. boczne stupy), wykonane sg ze zmatowionego szkta. Przy na-
ktadaniu szkietka nakrywkowego na tego rodzaju powierzchniach nie pojawiajg
sie pierscienie Newtona (Brazil i wsp., 2004). W takim wypadku nalezy delikatnie
zwilzy¢ obie powierzchnie, nakiadajgc na nie ok. 1-2 ul wody i nastepnie nato-
zy¢ szkietko.

* Dostepne komercyjnie sg tez komory ze specjalnymi klamrami do umocowania
szkietka nakrywkowego, ktére zapewniajg stalg glebokos¢ (Christensen i wsp., 2005).

Procedura liczenia plemnikéw w komorze zliczeniowej

Zliczanie plemnikéw powinno by¢ przeprowadzone w obu polach zliczeniowych ko-
mory. Zaleca si¢ wykonywanie oceny w mikroskopie kontrastowo-fazowym. Dopuszcza
sie wykorzystanie zwykiego mikroskopu $wietlnego (Rycina 8). Wykorzystywane po-
wiekszenie, w zaleznosci od wielkosci pola widzenia mikroskopu, to 200x lub 400x. Na-
lezy dostosowac je tak, aby byt dobrze widoczny jeden duzy kwadrat siatki zliczeniowej
(zwykle powiekszenie 400x).
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Rycina 8. Obraz mikroskopowy tego samego duzego kwadratu siatki w udoskonalonej komorze
Neubauera z nalozong rozcienczona prébka nasienia; (A) mikroskop kontrastowo-fazowy, (B)
mikroskop $wietlny. Mikrofotografie autorstwa dr hab. n. med. Renaty Walczak-Jedrzejowskiej.

W celu zminimalizowania btedu préby nalezy zliczy¢ w komorze co najmniej 400
plemnikoéw (po ok. 200 w dwéch powtdrzeniach w kazdym z pol zliczeniowych). Wtedy
btad préby wynosi 5% (Tabela 5).
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Tabela 5. Odsetek btedu préby dla danej sumy zliczonych plemnikéw.

Suma Blad préby Suma Biad préby Suma Blad proby (%)
plemnikéow (%) plemnikéow (%) plemnikow
1 100 25 20 85 10,8
2 70,7 30 18,3 90 10,5
3 57,7 35 16,9 95 10,3
4 50 40 15,8 100 10
5 44,7 45 14,9 150 8,2
6 40,8 50 14,1 200 71
7 378 55 13,5 250 6,3
8 35,4 60 12,9 300 5,8
9 33,3 65 124 350 5,3
10 31,6 70 12 400 5,0
15 25,8 75 11,5 450 4,7
20 22,4 80 11,2 500 4,5

* Liczy sie tylko cale plemniki tzn. takie, ktére majg gtéwke i witke. Nie zlicza sie
osobnych giéwek lub osobnych witek.

* To, ktéry plemnik bedzie zliczany w siatce, uzaleznione jest od pozycji jego giéw-
ki. Ulozenie witki nie ma znaczenia. Plemniki zliczamy wtedy, gdy ich gtéwka
znajduje sie wewnatrz analizowanego kwadratu siatki lub na odpowiedniej linii
granicznej tego kwadratu (Rycina 9)

* W siatkach komory, wszedzie tam gdzie granice przylegtych kwadratéw stano-
wig linie potrojne, obszar zliczania z pojedynczego duzego kwadratu ograniczo-
ny jest przez srodkowa z trzech linii (Rycina 9 A).

* Aby unikng¢ zliczania tych samych plemnikéw w przylegtych kwadratach (plem-
niki lezace na granicy), nalezy zachowac zasade dwdéch bokéw Biirkera tzn. plem-
niki powinny by¢ zliczane tylko wtedy, gdy ich giéwka znajduje sie na linii gra-
nicznej z lewej strony lub na dole kwadratu (Rycina 9 B).
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Rycina 9. Przykiad zliczania plemnikéw w duzym kwadracie siatki nr 5, przy zachowaniu regu-
ty dwdéch bokéw Biirkera; duzy kwadrat siatki ograniczony potrdjnag linig graniczng; na czerwo-
no zaznaczona linia ograniczajaca zliczanie plemnikéw w danym duzym kwadracie siatki (A);
w niebieskim kole zaznaczono plemniki zliczane w danym kwadracie; na czerwono zaznaczono
plemniki nie zliczane (B). Rycina autorstwa dr hab. n. med. Renaty Walczak-Jedrzejowskiej.
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* Zliczanie zawsze zaczyna sie od siatki nr 5 (patrz: Jednostki zliczeniowe w komo-
rze). Plemniki liczy si¢ rzedami i liczenie kontynuuje az do zliczenia co najmniej
200 plemnikéw.

* Jeslinie zliczy sie 200 plemnikéw w pierwszym rzedzie siatki nr 5 (5 duzych kwa-
dratow), to przechodzi sie do rzedu drugiego itd. Jesli osiggnie sie liczbe 200 plem-
nikéw w potowie rzedu, nalezy kontynuowac zliczanie plemnikéw do konca dane-
go rzedu. Zawsze nalezy zliczy¢ plemniki z catego rzedu!

* Jedli nie zliczy si¢ 200 plemnikéw we wszystkich 5 rzedach siatki nr 5 to kontynu-
uje sie zliczanie w rzedach siatki nr 4, a gdy zajdzie potrzeba takze siatki nr 6. Ob-
jetos$¢ rozcienczonej probki nasienia nad rzedami siatek nr 4, 51 6, pomimo réznicy
w ilosci duzych kwadratéw, jest taka sama i wynosi 20 nl.

* Zliczanie plemnikéw mozna ulatwic sobie korzystajgc z sumatora hematologicznego.

* Po zliczeniu co najmniej 200 plemnikéw w danej ilo$ci rzedéw w jednym polu
zliczeniowym przechodzi sie do drugiego pola zliczeniowego.

* Zliczanie plemnikéw w drugim polu zliczeniowym wykonuje sie tylko w takich
samych rzedach poszczegdlnych siatek co w pierwszym polu zliczeniowym, na-
wet jesli nie zliczy sie 200 plemnikow.

* Wylicza sie sume plemnikéw zliczonych w obu polach oraz réznice pomiedzy
wartosciami obu zliczen. Sprawdza sie akceptowalng réznice dla danej sumy
plemnikéw z Tabeli 6 (przyklad 4, 5).

Tabela 6. Akceptowalna réznica pomiedzy wartosciami zliczen plemnikéw w dwdéch
polach zliczeniowych komory w zaleznosci od sumy zliczonych plemnikéw.

zlig;lcl;;ch GLE DT zliz:(l)lrllilrch LTI zlif:;?;ch D
plemnikow rozmica plemnikow rozmica plemnikéw rozmica
35-40 12 144-156 24 329-346 36
41-47 13 157-169 25 347-366 37
48-54 14 170-182 26 367-385 38
55-62 15 183-196 27 386-406 39
63-70 16 197-211 28 407-426 40
71-79 17 212-226 29 427-448 41
80-89 18 227-242 30 449-470 42
90-98 19 243-258 31 471-492 43
99-109 20 259-274 32 493-515 44
110-120 21 275-292 33 516-538 45
121-131 22 293-309 34 539-562 46
132-143 23 310-328 35 563-587 47
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Jesli réznica pomiedzy warto$ciami zliczen plemnikéw w dwdch polach zliczenio-
wych jest nizsza lub réwna réznicy akceptowalnej, to wylicza sie koncentracje plemni-
kéw wedtug wzoru:

| C = (N/n) x (1/objetos¢ nad jednostka zliczeniowg) x R

C — koncentracja plemnikéw

N - suma wszystkich zliczonych plemnikéw,

n — suma jednostek zliczeniowych (rzedéw lub siatek), nad ktérymi zliczane byly plemniki w obu
powtdrzeniach,

R — wspéiczynnik rozcienczenia np. rozcienczenie 1:2, to R = 2, itd.

Nad jednostka zliczeniowa, jakg jest rzad w siatkach 4, 5 i 6, znajduje sie 20 nl roz-
cienczonej probki nasienia, dlatego wzoér przyjmuje tutaj postac:

C = (N/n) x (1/20) x R

Wynik uzyskuje si¢ jako liczbe plemnikéw [ nl, a podaje w réwnoznacznej wartosci
mln plemnikéw | ml po zaokragleniu do pierwszego miejsca po przecinku.

Oprocz koncentracji plemnikéw na wyniku badania nasienia musi znalez¢ sie takze
wyliczona catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie, ktorg uzyskuje sie poprzez pomno-
zenie koncentracji przez objetos¢ nasienia.

Jesli réznica z dwdch zliczen jest wyzsza niz réznica akceptowalna, nalezy wykonaé
kolejne dwa rozcienczenia i powtoérzyc¢ catg procedure liczenia.

Przyklad 4: Przy rozcienczeniu 1+19 (1:20), w pierwszym zliczeniu uzyskano 201
plemnikéw w 7 rzedach (5 rzedéw siatkinr 51 2 rzedy siatkinr 4), podczas gdy w drugim
zliczeniu w tych samych siedmiu rzedach uzyskano 245 plemnikéw. Suma dla wynikéw
uzyskanych z obu zliczen w 14 rzedach (2x po 7 rzedéw) wynosi 446 (201+245), a r6z-
nica 22 (245-201). Z Tabeli 6 wynika, ze akceptowalna réznica dla uzyskanej sumy(446)
wynosi 41, tak wiec nalezy wykona¢ powtoérnie calg procedure oceny koncentracji za-
czynajac od wykonania dwoch rozcienczen probki.

Przyklad 5: Przy rozcienczeniu 1+19 (1:20), w pierwszym zliczeniu uzyskano 220
plemnikéw w 4 rzedach (4 rzedy siatki nr 5), podczas gdy w drugim zliczeniu w tych sa-
mych czterech rzedach uzyskano 218 plemnikéw. Suma dla wynikéw uzyskanych z obu
zliczen w 8 rzedach (2x po 4 rzedy) wynosi 438 (220+218) a réznica 2 (220-218). Z Tabeli
6 wynika, ze akceptowalna réznica dla uzyskanej sumy (438) wynosi 41, tak wiec moz-
na wyliczy¢ koncentracje plemnikéw z odpowiedniego wzoru (patrz powyzej).

UWAGI:

* Jesli znajdzie sie mniej niz 200 plemnikéw w kolejnych siatkach nr 5, 4 i 6, ozna-
cza to, ze zastosowano zbyt duze rozcienczenie prébki. W takim wypadku catg
procedure nalezy powtorzy¢ uwzgledniajagc mniejsze rozcienczenie (Tabela 2)
1 jeszcze raz wykonac zliczenie plemnikéw.

* Jesli nie mozna wykona¢ nizszego rozcienczenia, to wykonuje sie zliczenie tak
jak opisano w podrozdziale Procedura zliczania plemnikow w udoskonalonej komo-
rze Neubauera przy ich niskiej liczbie w preparacie przyzyciowym.

* Bledem jest zliczenie plemnikéw dwa razy w tym samym polu zliczeniowym lub wy-
korzystanie tylko jednej rozcienczonej probki do napetnienia dwdch pol komory. Ta-
kie postepowanie nie oznacza ,,zliczania w dwdéch powtdrzeniach”.

* Brak akceptowalnej réznicy moze wynika¢ z pomytiki przy zliczaniu plemnikéw
(w szczeg6lnosci, gdy nie uzywa si¢ sumatora, lub gdy zliczone zostaty plemni-
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ki dwa razy z danego obszaru lub pominieto jaki$ obszar zliczania) takze bledu
pipetowania lub niedokiadnego wymieszania rozcienczonej probki nasienia tuz
przed nalozeniem do komory.

* W wyjatkowych sytuacjach, przy braku homogennosci probki, nawet po wyko-
naniu trzech powtorzen, nie uzyskuje sie akceptowalnej réznicy. W takiej sytu-
acji wylicza sie Srednig ze wszystkich powtdérzen i odnotowuje ten fakt na wyni-
ku; przyktadowa formuta: ,,Z powodu braku homogennosci prébki koncentracja
plemnikéw wyliczona zostata jako $rednia z trzech powtdrzen bez uzyskania ak-
ceptowalnej réznicy”.

* Jesli w nasieniu znajduje sie wiele osobnych giéwek lub osobnych witek plemni-
kéw zawsze ich obecno$¢ powinna by¢ odnotowana na wyniku. W takiej sytuacji
nalezy rozwazy¢ potrzebe dokiadnej oceny ich ilosci. Mozna ocenic ich koncentra-
cje w komorze zliczeniowej stosujac te same zasady jak przy ocenie koncentracji
plemnikéw lub ocenic ich odsetek w stosunku do plemnikéw w wybarwionym roz-
mazie do oceny morfologii plemnikéw (procedura taka jak przy ocenie koncentra-
cji komorek okragtych — patrz rozdziat Ocena liczby komdrek okrggtych w nasieniu).

Procedura zliczania plemnikéw w udoskonalonej komorze
Neubauera przy ich niskiej liczbie w preparacie przyzyciowym

Kiedy ilo$¢ plemnikéw przy ocenie wstepnej w polu widzenia w preparacie bezpo-
$rednim jest mala (0-4 plemniki przy powiekszeniu 400x lub 0-16 plemnikéw przy po-
wiekszeniu 200x), procedure liczenia nalezy rozszerzy¢ zmieniajgc jednostke zliczenio-
wa z rzedu na siatke (patrz rozdziat Jednostki zliczeniowe komory). Nad kazda z 9 siatek
pola zliczeniowego przy glebokosci 100 um, pomimo réznic w ich wygladzie, znajduje
sie taka sama ilo$¢ rozcienczonej probki nasienia, czyli 100 nl.

* Przygotowuje sie rozcienczenie 1:2, napeitnia komore (patrz Przygotowanie roz-
ciericzen probki oraz Przygotowanie komory i jej napetnianie);

* Zlicza si¢ co najmniej po 200 plemnikéw w dwdch powtdrzeniach (razem co naj-
mniej 400 plemnikéw). Zliczanie odbywa sie siatkami (jednostka zliczeniowa).
Jesli zliczy sie 200 plemnikéw w polowie siatki, nalezy kontynuowaé zliczanie
plemnikoéw do jej konca. Zawsze nalezy zliczy¢ plemniki z calej siatki! Zliczanie
plemnikéw mozna ulatwié sobie korzystajgc z sumatora hematologicznego.

* Po zliczeniu co najmniej 200 plemnikéw w danej ilosci siatek w pierwszym polu
zliczeniowym komory przechodzi si¢ do drugiego pola zliczeniowego.

* Zliczenie plemnikéw w drugim polu zliczeniowym wykonuje sie tylko w tych sa-
mych siatkach co w pierwszym zliczaniu, nawet jesli nie zliczy sie 200 plemni-
kow.

* Wylicza sie sume plemnikéw zliczonych w dwdch powtdrzeniach oraz réznice
tych dwdch zliczen; sprawdza sie¢ akceptowalng réznice dla danej sumy plemni-
kéw w Tabeli 6 (patrz przyklad 4, 5);

e Jedli réznica z dwdch zliczen jest nizsza lub réwna akceptowalnej réznicy, to
koncentracje plemnikéw wylicza sie z odpowiedniego wzoru.

Nad jednostka zliczeniowq jaka jest siatka znajduje sie 100 nl rozciefnczonej probki

nasienia, dlatego wzdér przyjmuje tutaj postac:

C = (N/n) x (1/100) x R

C — koncentracja plemnikéw

N - suma wszystkich zliczonych plemnikéw

n — suma siatek, nad ktérymi zliczane byty plemniki w obu powtérzeniach

R — wspdiczynnik rozcienczenia; rozcienczenie przy niskiej liczbie plemnikéw bedzie zawsze 1:2,
wiec wspoiczynnik bedzie staly i bedzie wynosit 2.
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Wynik uzyskuje sie jako liczbe plemnikéw [ nl, a podaje w réwnoznacznej wartosci
mln plemnikéw [ ml po zaokragleniu do pierwszego miejsca po przecinku (patrz roz-
dziat Procedura liczenia plemnikow w komorze zliczeniowej).

Oprocz koncentracji plemnikéw na wyniku badania nasienia musi znalez¢ sie takze
wyliczona catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie, ktérg uzyskuje sie poprzez pomno-
zenie koncentracji przez objetos¢ nasienia.

UWAGI:

* Kiedy ocenia sie liczbe plemnikéw we wszystkich 9 siatkach kazdego z dwoch
pol zliczeniowych komory, to analizowana objetos$¢ rozcienczonej probki wynosi
1,8 ul (18 siatek x 100 nl).

e Jesli zliczy sie mniej niz po 200 plemnikéw w dwo6ch powtérzeniach (np. 100
plemnikdéw), przy rozcienczeniu 1:2 to na wyniku powinno sie poda¢ odpowied-
ni biad préby z Tabeli 5. W uwagach na wyniku nalezy wtedy napisa¢ np.: ,,Kon-
centracja plemnikéw wyliczona ze zliczenia 100 plemnikéw w komorze zlicze-
niowej. Btgd préby wynosi w przyblizeniu 10%".

W wielu polskich laboratoriach wykorzystuje sie do oceny koncentracji plemnikéw
inne typy komor o gtebokosci 100 um (np. komory Biirkera lub Thoma) (Walczak-Jedrzejow-
ska i wsp., 2013b). Chociaz WHO nie zabrania wykorzystywania innych komor o gtebokosci
100 wm, to zaznacza, ze ze wzgledu na réznice w catkowitej objetosci komory oraz wygla-
dzie siatek konieczne jest opracowanie dla kazdej z nich oddzielnej procedury zliczania
z zachowaniem odpowiednich regut. Procedura taka powinna uwzgledniaé: 1) rozciencze-
nia, jakim poddawana jest probka, aby uzyska¢ w komorze taka ilo$¢ plemnikéw, ktora
zagwarantuje zliczenie co najmniej 400 z nich w dwdch powtoérzeniach, 2) dostosowanie
jednostki zliczeniowej (kwadrat, rzad, siatka), nad ktéra zliczane sg plemniki, i w konse-
kwencji 3) objetosci rozcienczonej probki, ktéra znajduje sie nad dang jednostka zliczenio-
wa oraz 4) opracowanie odpowiednich wzoréw do wyliczenia koncentracji plemnikéw.
Niedopuszczalna jest ocena koncentracji plemnikéw w komorze bez ich unieruchomienia.

Postepowanie z probka, kiedy w preparacie przyzyciowym nie ma
plemnikow

Jesli przy wstepnej ocenie w preparacie przyzyciowym w dwoch powtérzeniach nie
znaleziono plemnikéw, probke nasienia nalezy odwirowac (przez 15 min przy 3000 g).
Usuwa sie supernatant, a powstaty osad rozprowadza na szkietku podstawowym, przy-
krywa szkietkiem nakrywkowym i oglada caly preparat w powiekszeniu 200x w po-
szukiwaniu plemnikoéw. Jesli nie znaleziono zadnego plemnika na wyniku w uwagach
nalezy napisaé: ,W osadzie po odwirowaniu prébki nie znaleziono plemnikéw”. Brak
plemnikéw w odwirowanym osadzie sugeruje azoospermie.

Jesli w osadzie znaleziono plemniki, na wyniku w uwagach nalezy napisac: ,,W osa-
dzie po odwirowaniu probki znaleziono pojedyncze plemniki”. Istotne jest, aby zazna-
czy¢, czy znalezione plemniki sg ruchome, czy nie. Obecno$¢ plemnikéw w odwirowa-
nym osadzie wskazuje na kryptozoospermie.

UWAGI:
* To, czy plemniki znajda sie w osadzie, czy tez nie, zalezy od szybkosci i czasu wi-
rowania (Lindsay i wsp., 1995, Jaffe i wsp., 1998) oraz od iloSci ocenianego osadu.
* Przy wirowaniu przy 3000 g przez 15 min wiekszos$¢ obecnych w nasieniu plem-
nikéw znajdzie sie w osadzie (Corea i wsp., 2005).
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* Wirowanie moze powodowa¢ utrate ruchu plemnikéw (Mortimer, 1994a), a ilo$¢
zliczonych plemnikéw bedzie zanizona (Coooper i wsp., 2006).

Przyczyny braku plemnikéw w nasieniu (Krausz, 2014; Tiittelmann i Nieschlag,

2010) to m.in.:

* dysgenezja jader z powodu np. aberracji chromosoméw piciowych (najczesciej
zespot Klinefeltera), mutacji genu SRY;

* zanik jader np. po zapaleniu, niedokrwieniu;

e kastracja;

* mutacje genéw odcinka AZF chromosomu Y;

* uszkodzenie nablonka plemnikotworczego substancjami toksycznymi np. nie-
ktérymi chemioterapeutykami przeciwnowotworowymi, ksenoestrogenami;

* zahamowanie spermatogenezy w wyniku stanu zapalnego;

° promieniowanie jonizujgce;

* niewrazliwos$¢ na androgeny;

* hipogonadyzm hipogonadotropowy (niedoczynnos$¢ podwzgérza lub/i przysadki);

* niewrazliwo$¢ na gonadotropiny;

* niedroznos$¢ przewodé6w wyprowadzajacych plemniki np. spowodowana stanem
zapalnym w uktadzie piciowym, obustronnym brakiem nasieniowodéw, muko-
wiscydozg.

Przyczyny zmniejszonej liczebnosci plemnikéw w nasieniu (Krausz, 2014;

Tiittelmann i Nieschlag, 2010) to m.in.:
* mutacje genéw odcinka AZF chromosomu Y;
* stan zapalny w ukliadzie ptciowym;
* zylaki powrézkow nasiennych;
* obnizenie stezenia testosteronu;
O e
* podwyzszona temperatura,
* siedzacy tryb zycia,
* niedozywienie, otylos¢,
* niedobdr witamin i mikroelementéw,
* czynniki toksyczne np. ksenoestrogeny,
* nadmierne spozycie alkoholu, palenie papieroséw.

OCENA LICZBY KOMOREK OKRAGEYCH W NASIENIU

W nasieniu, oprécz plemnikéw, moga znajdowac sie leukocyty oraz komorki plemni-
kotworcze wczesniejszych etapéw spermatogenezy (gléwnie spermatydy okragte, rza-
dziej spermatocyty, czy spermatogonie) okreslane wspdlnie jako , komorki okragte”.

Warto$¢ referencyjna dla koncentracji komoérek okragiych:
< 5 x10°komorek okragtych | ml*

*Podana warto$¢ referencyjna pochodzi z wcze$niejszej wersji podrecznika WHO (1999), gdyz w pod-
reczniku WHO z roku 2010 nie podano nowej wartosci dla koncentracji komérek okragiych.

W ocenie morfologicznej komorek okragtych bardzo istotne jest odréznienie komo-
rek niedojrzatych pochodzacych z linii spermatogenicznej (Rycina 10 A-D, 11) od tych

e badanie nasienia wg standardéw Swiatowej Organizacji Zdrowia z roku 2010 37




nie wywodzacych sie ze spermatogenezy: komoérek zapalnych — granulocytéw, limfo-
cytoéw, monocytow (Rycina 12 A-C) oraz komorek nablonkowych. Liczba komdrek okra-
glych zdecydowanie zmienia si¢ w zaleznosci od przyczyny wywotujgcej pojawienie sie
ich w ejakulacie (np. stan zapalny ukiadu moczowo-piciowego, zaburzenia spermatoge-
nezy skutkujgce nadmiernym ztuszczaniem poszczegélnych generacji komoérek nabton-
ka plemnikotwdrczego prowadzace do oligozoospermii lub azoospermii badz uwol-
nienia duzej liczby niedojrzatych form plemnikéw). Ponadto, komorki okragie korelujg
negatywnie z liczbg i ruchliwoscig plemnikéw, co w konsekwencji moze prowadzic¢
do obnizonej zdolnosci plemnikéw do zaplodnienia. Dlatego tez, wiarygodna — oparta
o odpowiednie barwienie i/lub testy niemorfologiczne — identyfikacja komorek okra-
glych ma istotne znaczenie w prawidlowym dalszym postepowaniu diagnostycznym
i terapeutycznym (Amer i wsp., 2001; Cooper i wsp., 2010; Frgczek i wsp., 2013; Johanisson
i wsp., 2000; Milazzo i wsp., 2006; Patil i wsp., 2013).

Najcze$ciej pojawiajacymi sie w ejakulacie komoérkami linii spermatogenicznej sa
spermatocyty I rzedu, ktére identyfikuje sie na podstawie wielkosci, bowiem sa naj-
wieksze wsréd komorek germinalnych. Ponadto charakteryzujg sie duzym, sferycznym
jadrem komoérkowym zawierajgcym réwnomiernie ulozone ziarnistosci chromatyny
(Rycina 10A, B). Komorki te zawierajg diploidalng liczbe chromosoméw (2n; 44,XY), ale
ilo$¢ DNA dla 4n, gdyz to one wchodzg w proces mejozy sktadajgcy sie z dwdch podzia-
t6w komorkowych: pierwszy redukcyjny majacy na celu zredukowanie liczby chromo-
somow do haploidalnej (1n) i konczacy sie powstaniem spermatocytéow II rzedu (1n;
22, X lub Y; ilo$¢ DNA dla 2n), ktére bardzo szybko wchodza w drugi podziat bedacy
mitozg (brak replikacji materiatu genetycznego) prowadzgcg do powstania wczesnych
okraglych spermatyd (1n; 22, X lub Y). Nastepnie okragle spermatydy podczas spermio-
genezy (ostatniego etapu spermatogenezy) podlegajg precyzyjnym, uwarunkowanym
genetycznie morfologiczno-fizjologicznym zmianom, w efekcie ktorych powstajg sper-
matydy na réznym etapie réznicowania: wydtuzajgce sie (owalne) i wydtuzone (pézne)
(Rycina 11). Te ostatnie, zwykle w nasieniu weryfikowane jako niedojrzate formy me-
skich gamet, beda réznicowaly sie w plemniki uwalniane z nablonka plemnikotworcze-
go (Wenda-Rozewicka i Piasecka, 2013), nie majace jednak zdolnosci do ruchu postepowe-
go, a nabywajacy go podczas dojrzewania w najgdrzu (Kolasa i wsp., 2013).

Spermatydy sg nastepng generacjag komorek plemnikotworczych, ktore po sper-
matocytach I rzedu najczesciej identyfikowane sg w ludzkim ejakulacie. Wyraznie sg
mniejsze, mogq by¢ okragte lub owalne z ciemno barwliwym, ze wzgledu na silng kon-
densacje chromatyny, ulozonym peryferycznie jadrem komérkowym. Czesto wykazu-
ja cechy degeneracji: pyknotyczne jadro, niekiedy zlokalizowane centralnie i ré6zowa
kwasochlonna cytoplazma. W wielu przypadkach degenerujgce spermatydy sq komor-
kami wielojgdrzastymi (wczesniejsze zaburzenia cytokinezy) zawierajgcymi jadra ulo-
zone peryferycznie iflub centralnie (Rycina 10 B, C, D), co moze stwarza¢ trudnosci
w odroznieniu ich od granulocytéw obojetnochionnych zawierajgcych segmentowane
jadro (Rycina 12 A-C). W zaleznosci od stopnia zréznicowania i dojrzewania (wydiuze-
nia) spermatydy cechy degeneracji mogg dotyczy¢ nieprawidtowosci ksztalitu i wielko-
$ci akrosomu, gidwki oraz witki (Johanisson i wsp., 2000; Patil i wsp., 2013).

Koncentracje komoérek okragiych mozna oceni¢ z wykorzystaniem:

* udoskonalonej komory Neubauera (procedura tak jak przy ocenie koncentracji
plemnikéw; patrz rozdziat Ocena liczby plemnikow);

* zabarwionego rozmazu prébki nasienia (wykorzystywanego do oceny morfolo-
gii plemnikéw) gdzie koncentracja komorek okragtych jest oceniana wzgledem
ilosci plemnikéw. Preparat ocenia si¢ w mikroskopie swietlnym pod immersjg.
Zlicza sie komorki okragle w takiej samej ilosci pdl, w ktérej zliczono co najmniej
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400 plemnikéw w dwdch powtdrzeniach (co najmniej 200 plemnikéw w jednym
powtorzeniu). Nastepnie po sprawdzeniu akceptowalnosci réznicy w dwdch zli-
czeniach w Tabeli 6 wylicza si¢ koncentracje komorek okragtych wedtug wzoru:

C = S x (N/400)

C — koncentracja komoérek okragtych

N — liczba zliczonych komorek okragiych

S — koncentracja plemnikéw

Otrzymuje sie warto$¢ w mln/ml, ktérg podaje sie na wyniku.

UWAGI:

* Zwykle rozcienczenie przygotowane dla oceny koncentracji plemnikéw w komo-
rze zliczeniowej jest zbyt wysokie, aby zliczy¢ w tej samej komorze co najmniej
400 komorek okragtych (po co najmniej 200 w dwoch powtdrzeniach). W takiej
sytuacji nalezy przygotowac dwa kolejne mniejsze rozcienczenia prébki nasienia
(najczesciej 1:2) w celu dokladnej oceny koncentracji komorek okragtych.

* Jezeli zliczy sie mniej komorek okragtych niz 400 (zaré6wno w komorze zliczenio-
wej, jak i w preparacie barwionym), to na wyniku powinno podac si¢ odpowied-
ni blad préby (Tabela 5).
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Rycina 10 B.
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Rycina 10 D. Ryciny 10 A-D — rozmazy nasienia barwione metoda Papanicolaou (WHO, 2010). Wi-
doczne komdrki spermatogenezy: dzielacy sie spermatocyt (strzalki niebieskie), spermatocyty
(strzatki czerwone), spermatydy (strzalki zielone), spermatyda degenerujaca (strzaiki czarne),
spermatyda dzielgca sie (strzailki pomaranczowe). Skala = 5 um. Mikrofotografie autorstwa dr
hab. n. med., prof. nadzw. PUM Matgorzaty Piaseckiej.
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wczesne okragle spermatydy
faza Golgiego Y

wydluzajace sie spermatydy
faza czapeczki
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—

/

wydluzajace si¢ spermatydy
faza akrosomu l

I

I

wydluzona pézna i niedojrzala ‘
spermatyda z resztkowa cytoplazma 1
faza dojrzewania

plemnik uwalniany z nablonka
plemnikotwérczego
faza dojrzewania

Rycina 11. Spermiogeneza (faza spermatyd) — ostatni etap spermatogenezy zwigzany z réznico-
waniem okragtych spermatyd w plemniki. Proces réznicowania polega m.in. na silnej konden-
sacji chromatyny, ktérej towarzyszy: 1) zmiana ksztaltu (ze sferycznego w wydtuzony) i wielko-
$ci (zmniejszenie) jadra, 2) formowanie sie akrosomu z cysterny aparatu Golgiego oraz witki
z centrioli dystalnej (proksymalna pozostaje elementem szyjki plemnika i bierze udzial w two-
rzeniu wrzeciona podzialowego podczas zaplodnienia), 3) rekrutacja mitochondriéw i tworze-
nie ostonki mitochondrialnej oraz 4) ostateczne dojrzewanie zwigzane z odrzuceniem nadmia-
ru cytoplazmy. Ze wzgledu na rézne etapy morfogenezy proces ten zostal podzielony na cztery
podfazy: Golgiego, czapeczki, akrosomu i dojrzewania. W zalezno$ci od zaburzen spermiogene-
zy, w ejakulacie moga pojawiac sie niedojrzate formy okragtych, wydtuzajacych sie i wydtuzo-
nych spermatyd (patrz Rycina 10). Rycina autorstwa dr hab. n. med., prof. nadzw. PUM Matgorzaty
Piaseckiej.

Przyklad 6: Przy ocenie pierwszego rozmazu zliczono 21 komérek okragtych w tych
samych polach widzenia co 200 plemnikéw, przy ocenie drugiego rozmazu zliczono 39
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komorek okraglych. Suma uzyskanych wynikéw wynosi 60 (21+39) a réznica — 18 (39-
21). Z Tabeli 6 wynika, ze dla sumy 60 akceptowalna réznica wynosi 15. Tak wiec ocene
nalezy wykonac jeszcze raz.

Przyklad 7: Przy ocenie pierwszego rozmazu zliczono 24 komorki okragte w tych sa-
mych polach widzenia co 200 plemnikéw, przy ocenie drugiego rozmazu zliczono 36 ko-
morek okragtych. Suma uzyskanych wynikéw wynosi 60 (24+36) a réznica — 12 (36-24).
Z Tabeli 6 wynika, ze dla sumy 60 akceptowalna réznica wynosi 15. Tak wigec uzyskane
wyniki sg akceptowalne. Dla 60 zliczonych komorek okragtych (w tych samych polach
widzenia co 400 plemnikéw) oraz przy koncentracji plemnikéw np. 70 mln/ml wylicza
sie koncentracje komdrek okragtych wg ww. wzoru C=70mln x(60/400)=10,5 mln/ml.
Poniewaz zliczono tylko 60 a nie 400 komorek okragtych, bitagd proby wynosi ok. 13%
(Tabela 5).

Po ocenie koncentracji komdrek okragtych wylicza si¢ ich catkowitg liczbe w ejaku-
lacie wediug wzoru:

| T=CxV

T — calkowita liczba komérek okragtych w ejakulacie
C — koncentracja komérek okragtych
V — objetos¢ ejakulatu

Jesli koncentracja komoérek okragtych bedzie >1 mln/ml zaleca sie¢ wykonanie do-
datkowych procedur w celu zréznicowania komoérek okragtych na leukocyty i komor-
ki spermatogenezy, oraz okre$lenia koncentracji leukocytéw peroksydazo-dodatnich
(patrz rozdziat Ocena liczby leukocytow w nasieniu).

OCENA LICZBY LEUKOCYTOW W NASIENIU

Wsrdd leukocytow wystepujacych w nasieniu przewazajaca liczbe stanowia granulo-
cyty obojetnochtonne (neutrofile) (Tomlinson i wsp., 1993; Johanisson i wsp., 2000). W wiek-
szo$ci przypadkow udaje sie zréznicowac je ze spermatydami, i spermatocytami w wy-
barwionych rozmazach nasienia (barwienie metoda Papanicolau), biorgc pod uwage
kolor wybarwienia oraz rozmiar i wyglad jadra komérkowego (Rycina 12 A-C). Zwykle
leukocyty barwig sie bardziej na niebiesko, w przeciwienstwie do spermatyd barwia-
cych sie bardziej na rézowo. Jednakze trudnosci sprawia czasami odréznienie granulo-
cytéow obojetnochionnych od wielojgdrzastych spermatyd (szczegoély opisane w artyku-
le Johanisson i wsp., 2000).
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Rycina 12 C. Rycina 12 A-C — rozmazy nasienia barwione metodg Papanicolaou (WHO, 2010). Wi-
doczne leukocyty: granulocyty obojetnochionne (strzatki niebieskie) fagocytujace granulocyty
(strzatki czarne), limfocyt (strzatka zielona), monocyt (strzaiki czerwone), spermiofagia
(gwiazdka). Skala = 5 pm.

Poniewaz granulocyty peroksydazo-pozytywne stanowig najliczniejszg grupe leuko-
cytow w nasieniu, WHO z 2010 r. zaleca wykonanie testow na obecno$¢ enzymu perok-
sydazy do ich zréznicowania (Rycina 13) (Wolff; 1995; Johanisson i wsp., 2000), a nastepnie
ocene ich koncentracji oraz catkowitej liczby. Enzym peroksydaza moze by¢ wykrywany
cytochemicznie z wykorzystaniem orto-toluidyny. Dostepne sg takze testy komercyjne.
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Warto$¢ referencyjna dla koncentracji komorek peroksydazo-pozytywnych:
< 1 x10°leukocytéw | ml*

*Podana warto$¢ referencyjna pochodzi z wcze$niejszej wersji podrecznika WHO (1999), WHO z roku
2010 zachowuje te warto$¢ dla koncentracji komdrek peroksydazo-pozytywnych.

Rycina 13. Komorki okragle peroksydazo-pozytywne (kolor bragzowy) i komoérka peroksydazo-
-negatywna (kolor rézowy) w nasieniu po wykonaniu testu na obecno$¢ enzymu peroksydazy.
Powigkszenie 400x. Mikrofotografia autorstwa dr n. med. Katarzyny Marchlewskiej.

Przygotowanie odczynnikéw do testu z orto-toluidyna:

* Dbufor fosforanowy, 67 mmol/L, pH 6,0: rozpusci¢ 9,47 g wodorofosforanu sodu
(Na,HPO,) w 1000 ml wody destylowanej oraz 9,08 g diwodorofosforan potasu
(KH,PO,) w 1000 ml wody destylowanej; zmiesza¢ oba roztwory do uzyskania
PH 6,0 (okoto 12 ml Na,HPO, i 88 ml KH,PO,);

* nasycony roztwor chlorku amonu (NH,Cl): doda¢ 250 g NH,Cl do 1000 ml desty-
lowanej wody;

* wersenian disodowy (Na,EDTA), 148 mmol/L: rozpusci¢ 50 g/L przygotowanego
wczesniej buforu fosforanowego pH 6,0 (pkt. 1);

* substrat: rozpusci¢ 2,5 mg orto-toluidyny w 10 ml 0,9% (9 g/L) NaCl;

* nadtlenek wodoru (H,0,) 30% (v/v);

* roztwdr roboczy: do 9 ml substratu orto-toluidyny doda¢ 1 ml nasyconego roz-
tworu NH,Cl, 1 ml 148 mmol/L Na,EDTA oraz 10 ul 30% (v/v) H,0, i dokladnie wy-
mieszac. Roztwor jest stabilny przez 24 h.

Analize wykonuje si¢ w dwdch powtorzeniach. W celu wykonania testu pobiera sie
po 0,1 ml nasienia i miesza z 0,9 ml roztworu roboczego (rozcienczenie 1+9 (1:10)). Na-
stepnie miesza sie zawiesine delikatnie przez 10 s i inkubuje w temperaturze pokojowej
przez 20-30 min. Po tym czasie ponownie miesza sie delikatnie zawiesine i napetnia ko-
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more zliczeniowg. Ocene koncentracji komorek peroksydazo-pozytywnych wykonuje
sie tak jak ocene koncentracji plemnikéw, przy czym jednostka zliczeniowa jest zwykle
siatka (patrz rozdzial Ocena liczby plemnikow). W obliczeniach nalezy wzig¢ pod uwage
rozcienczenie, jakiemu poddano nasienie w trakcie wykonywania testu.

Przyklad 8: Przy rozcienczeniu 1+9 (1:10) w pierwszym zliczeniu uzyskano 60 ko-
morek peroksydazo-pozytywnych we wszystkich 9 siatkach jednego pola zliczeniowe-
go komory, przy drugim zliczeniu uzyskano 90 komoérek peroksydazo-pozytywnych.
Suma dla wynikéw uzyskanych z obu zliczen w 18 siatkach (2x po 9 siatek) wynosi 150
(60+90) a roznica 30 (90-60). Z Tabeli 6 wynika, ze akceptowalna réznica dla uzyskanej
sumy (150) wynosi 24, tak wiec nalezy wykona¢ powtdrnie calg procedure oceny kon-
centracji zaczynajac od wykonania dwoch rozcienczen probki.

Przyklad 9: Przy rozcienczeniu 1+9 (1:10) w pierwszym zliczeniu uzyskano 204 ko-
morki peroksydazo-pozytywne w 5 siatkach jednego pola zliczeniowego komory, przy
drugim zliczeniu uzyskano 198 komoérek peroksydazo-pozytywnych. Suma dla wyni-
koéw uzyskanych z obu zliczen w 10 siatkach (2x po 5 siatek) wynosi 402 (204+198)
a réznica 6 (204-198). Z Tabeli 6 wynika, ze akceptowalna réznica dla uzyskanej sumy
(402) wynosi 39, tak wiec wyniki sg akceptowalne. Koncentracja komérek peroksyda-
zo—pozytywnych bedzie wynosita C = (402/10) x (1/100) x 10 = (402/10) x (1/10) = 4,02
komorek/nl, co jest r6wnoznaczne z koncentracjg 4,0 mln komorek / ml.

Po ocenie koncentracji komdrek peroksydazo-pozytywnych wylicza sie ich catkowi-
ta liczbe w ejakulacie poprzez pomnozenie ich koncentracji przez objetos¢ ejakulatu.

UWAGI:

* Cytochemiczne testy na obecnos¢ enzymu peroksydazy w komérkach nie wykry-
wajg aktywowanych granulocytéw obojetnochtonnych po wydzieleniu z nich
ziarnistosci (degranulacja zewnatrzkomorkowa) oraz innych typow leukocytow
m.in. limfocytéw, makrofagéw i monocytéw, ktére nie zawierajg enzymu pe-
roksydazy. Testy te pozwalajg jednak odr6zni¢ granulocyty obojetnochionne od
wielojadrzastych spermatyd.

* Jezeli w komorze zliczy si¢ mniej komérek peroksydazo-dodatnich niz 400, to
btad proby bedzie wiekszy od 5%. W takim wypadku nalezy na wyniku podac
liczbe zliczonych komoérek i odpowiedni bigd proby (Tabela 5).

e Jezeli zliczy sie w sumie mniej niz 25 komoérek peroksydazo-pozytywnych, nale-
zy podac na wyniku liczbe zliczonych komorek z adnotacja: ,,Zbyt mato komorek
peroksydazo-pozytywnych, aby dokladnie oceni¢ ich koncentracje”.

* Calkowita liczba komorek peroksydazo-pozytywnych w ejakulacie moze od-
zwierciedla¢ nasilenie stanu zapalnego (Wolff; 1995).

* Leukocyty moga powodowac uszkodzenie ruchu plemnikéw oraz uszkodzenie
integralnosci plemnikowego DNA w wyniku stresu oksydacyjnego (Walczk-Je-
drzejowska i wsp., 2013).

Przyczyny zwiekszonej liczebnosci komoérek okraglych w nasieniu (Bjorndahl,
2010; Cooper, 2010).
Obecnos$¢ w nasieniu zwiekszonej ilosci:
* niedojrzatych komodrek spermatogenezy moze wskazywac¢ na uszkodzenie na-
blonka plemnikotwoérczego np. przez stan zapalny, promieniowanie jonizujgce,
substancje toksyczne;
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* leukocytéw (leukocytospermia, pyospermia) moze wskazywac na stan zapalny
gruczotow dodatkowych meskiego ukiadu piciowego.

OCENA PRAWIDLEOWE] BUDOWY MORFOLOGICZNE]
PLEMNIKOW

Ocena morfologii plemnikow jest waznym parametrem, ktory ma istotne znaczenie
zaréwno dla naturalnego, jak i wspomaganego medycznie rozrodu (Auger, 2010, Men-
kveld, 2010, Menkveld i wsp., 2011, Perdrix i wsp., 2013). Dazy ona do obiektywizacji i spre-
cyzowania prawidlowych parametréw budowy meskich gamet (Tabela 7). Przeprowa-
dzana jest z uzyciem mikroskopu $wietlnego, w oparciu o rekomendowane procedury
barwienia plemnikéw (metoda Papanicolaou, Shorr’a, zestaw barwigcy Diff-Quik).

Dolna warto$¢ referencyjna dla odsetka plemnikéw z prawidiowg
budowa morfologiczng wynosi:
4%
(5. centyl, 95% przedzial ufnosci: 3-5%)

UWAGI:

* Dolna warto$¢ referencyjna dla odsetka prawidiowych plemnikéw (4%) jest
obowigzujaca tylko wtedy, gdy ocena morfologii plemnikéw wykonana jest wg
przedstawionych ponizej zalecen (klasyfikacja plemnikéw wg Scistych kryte-
riéw Krugera).

* Z klinicznego punktu widzenia istotne jest obliczenie catkowitej liczby plemni-
kéw o prawidlowej budowie morfologicznej w ejakulacie. Uzyskuje si¢ ja mno-
zac calkowitg liczbe plemnikéw w ejakulacie przez odsetek plemnikéw prawi-
dtowych (patrz przykiad 1 — wyliczanie catkowitej liczby plemnikéw o ruchu
postepowym).

Dolna wartosc¢ referencyjna dla catkowitej liczby plemnikéw
o prawidtowej budowie morfologiczne;j:
1,6 mln/ejakulat*

“Warto$¢ te obliczamy mnozac dolng warto$¢ referencyjng dla catkowitej liczby plemnikéw w ejaku-
lacie (39 mln) przez dolng warto$¢ referencyjna dla odsetka plemnikéw prawidiowych (4%).

Przygotowanie rozmazow

Nalezy przygotowac co najmniej dwa, lub wiecej rozmazéw prébki nasienia na wy-
padek probleméw z barwieniem lub uszkodzenia szkietka. Procedura przygotowania
rozmazu jest taka sama jak dla rozmazow krwi. Nalezy pamietaé, aby przed kazdorazo-
wym pobraniem prébki do wykonania rozmazu dokladnie wymiesza¢ nasienie.

* Na opisane szkietko podstawowe w nieduzej odlegtosci od jednego z krétszych
brzegéw nalezy nanies$¢ 5 lub 10 ul nasienia (patrz Uwagi ponizej).

* Jak najszybciej do kropli nasienia przyktada sie szkietko ,rozmazujgce” pod ka-
tem ok. 45°. Kropla musi rozprzestrzenic sie¢ wzdiuz krawedzi szkietka ,,rozma-
zujacego” 1 nastepnie szybkim, pewnym ruchem bez nacisku wykonuje sie roz-
maz ,ciggnac” za szkietkiem krople nasienia do przeciwlegiego, krétszego konca
szkietka podstawowego.

* Rozmazy pozostawia sie¢ do wyschniecia.
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Jesli w nasieniu jest niska koncentracje plemnikéw (< 2x10°/ml), prébke nalezy za-
gesci¢ przed wykonaniem rozmazu. W tym celu wiruje sie probke przy 600 g przez 10
min, odbiera wiekszo$¢ supernatantu, miesza doktadnie pozostatg czes$¢ préobki i wyko-
nuje rozmaz a nastepnie barwienie wybrang metoda. Powinno sie uzyskac jak najwyz-
sze zageszczenie probki, jednak nie przekraczajgce 50x10° plemnikéw w jednym ml.
Wirowanie moze wplywac na morfologie plemnikéw, wiec procedura ta powinna by¢
odnotowana w uwagach na wyniku.

Czasami trudno$¢ sprawia wykonanie rozmazu, gdy probka ma zwiekszong lepkos¢.
W takim wypadku nalezy zastosowac¢ procedury wykorzystywane przy opdéznionym
uplynnianiu nasienia (patrz rozdziat Czas uptynnienia) lub zastosowac przemywanie na-
sienia. W tym celu nalezy:

* rozcienczy¢ probke nasienia (zwykle 0,2-0,5 ml, w zaleznosci od koncentracji

plemnikéw) w 10 ml soli (0.9 g NaCl w 100 ml wody destylowanej);

* odwirowac przy 800 g przez 10 min;

* odebrac¢ wiekszo$¢ supernatantu;

* rozprowadzi¢ osad w pozostalej ilosci suerpnatantu (zwykle 20-40 ul) poprzez

delikatne aspirowanie pipetg;

* wykonaé rozmaz powstalg zawiesing (5-10 ul);

* pozostawi¢ do wyschniecia, nastepnie wybarwic (patrz ponizej).

Procedura ta moze wplywaé na morfologie plemnikéw wiec jej zastosowanie po-
winno by¢ odnotowane w uwagach na wyniku.

UWAGI:
* Jesli w rozmazie zbyt duzo plemnikéw zachodzi na siebie, nalezy przygotowac
kolejny rozmaz z mniejszej objetosci préobki (5 ul).
* Jesli plemniki sg zbyt rozrzucone na szkietku (mato plemnikéw do oceny), nale-
zy przygotowac kolejny rozmaz z wiekszej objetosci probki (10 wl) lub zagescic¢
probke jak opisano powyze;j.

Metody barwienia

Rekomendowane metody barwienia to barwienie Papanicolau, Shorr’a i Diff-Qu-
ik. We wszystkich trzech metodach gidwka plemnika barwi sie na kolor jasno-nie-
bieski w regionie akrosomalnym oraz ciemno-niebieski w regionie postakrosomalnym.
Wstawka moze wykazywac zabarwienie czerwone, a witka wybarwia sie na kolor nie-
bieski lub czerwonawy. Nadmiar resztkowej cytoplazmy, zwykle ulokowany wokot
wstawki, barwi sie na rézowo lub czerwono w metodzie Papanicolau, lub czerwono-po-
maranczowo w metodzie Shorr’a.

W metodzie Papanicolau, pomimo diugiej procedury (ok. 40 min), uzyskuje sie bar-
dzo dobre wybarwienie plemnikéw i innych elementéw komérkowych, co pozwala na
precyzyjne wykrycie defektéw poszczegélnych struktur plemnikéw, oraz zréznicowa-
nie innych komérek w nasieniu (komorki nabtonkowe, spermatogenezy i zapalne) (Ryci-
na 10, 12, 15). Rozmazy wybarwione tg metodg po zabezpieczeniu (np. balsamem kana-
dyjskim) mozna przechowywac¢ do ponownej oceny i do kontroli jakosci.

Odczynniki wykorzystywane w barwieniu Papanicolau:
* barwniki dostepne komercyjnie lub przygotowane samodzielnie: EA-50, Oran-
ge G6, hematoksylina Harrisa (bez kwasu octowego),
* kwasny etanol: doda¢ 1 ml lodowatego kwasu octowego do 200 ml 70% (v/v) eta-
nolu,
* mieszanina ksylen:etanol, 1+1 (1:2): zmieszac¢ rowne czesci 100% etanolu i ksylenu.
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Etapy barwienia metodq Papanicolau:
Utrwali¢ wyschniete rozmazy w 95% (v/v) etanolu — co najmniej 15 min, nastepnie
zanurzy¢ w:

1. 80% (v/v) etanolu 30s
2. 50% (v/v) etanol 30s
3. woda destylowana 30s
4. hematoksylina Harrisa 4 min
5. woda destylowana 30s
6. kwasny etanol 4-8 zanurzen
(jedno zanurzenie powinno trwac ok. 1 s)
7. woda biezaca 5 min
8. 50% (v/v) etanol 30s
9. 80% (v/v) etanol 30s
10. 95% (v/v) etanol co najmniej 15 min
11. Oragnge G 6 1 min
12. 95% (v/v) etanol 30s
13. 95% (v/v) etanol 30s
14. 95% (v/v) etanol 30s
15. EA-50 1 min
16. 95% (v/v) etanol 30s
17. 95% (v/v) etanol 30s
18. 100% etanol 15s
19. 100% etanol 15s
UWAGI:

* Po utrwaleniu 95% etanolem mozna od razu rozpocza¢ procedure barwienia lub
tez szkietko mozna pozostawi¢ do wyschniecia. W tym drugim wypadku, po roz-
poczeciu barwienia nalezy pozostawic¢ szkietko diuzej (2-3 min) w 50% etanolu
(etap 2).

* Szkietka moga by¢ oceniane bez, jak i po, zabezpieczeniu odpowiednim prepa-
ratem zabezpieczajagcym; jesli uzywamy preparatu zabezpieczajgcego rozpusz-
czalnego w etanolu to bezposrednio po etapie 19 (100% etanol) zabezpieczamy
przy jego uzyciu szkietko; jesli uzywamy preparatu zabezpieczajgcego nieroz-
puszczalne w etanolu to po etapie 19 nalezy szkietko zanurzy¢ w:

1. mieszaninie ksylen:etanol, 1+1 1 min
2. ksylenie 100% 1 min

Nastepnie nalezy zabezpieczy¢ rozmaz szkietkiem nakrywkowym o odpowiedniej

wielkosci.

Metoda Shorr’a jest poré6wnywalna z metoda Papanicolau zaréwno pod wzgledem
dtugosci procedury, jak i jakosci preparatow, i dostarcza podobne wyniki, jesli chodzi
o odsetek plemnikéw z prawidiowg morfologig (Meschede i wsp., 1993).

Odczynniki wykorzystywane w barwieniu Shorr’a:

* hematoksylina Harrisa;

* roztwdr Shorr’a: dostepny komercyjnie lub przygotowany samodzielnie poprzez
rozpuszczenie 4 g odczynnika Shorr’a w 220 ml cieplego 50% (v/v) etanolu; po
ostygnieciu dodaje sie 2 ml lodowatego kwasu octowego, i przesgcza;

* kwasny etanol: doda¢ 25 ml lodowatego kwasu octowego do 75 ml 95% (v/v) etanolu;

* amonowy etanol: dodac¢ 5 ml 25% (v/v) roztworu wodnego amoniaku do 95 ml
75% (v/v) etanolu).
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Etapy barwienia metodg Shorr’a:
Utrwali¢ wyschniete rozmazy w 75% (v/v) etanolu przez 1 h, nastepnie zanurzy¢ w:

1. biezacej wodzie 12-15 zanurzen

2. hematoksylinie Harrisa 1-2 min

3. biezgcej wodzie 12-15 zanurzen

4. etanolu amonowym 10 zanurzen

5. biezacej wodzie 12-15 zanurzen

6. 50% (v/v) etanolu 5 min

7. barwniku Shorr’a 3-5 min

8. 50% (v/v) etanolu 5 min

9. 75% (v/v) etanolu 5 min

10. 95% (v/v) etanolu 5 min

Szkietka moga by¢ oceniane bez, jak i po, zabezpieczeniu odpowiednim medium
(patrz wyzej).

Metoda Diff-Quik jest metodg szybka (barwienie w ciggu 1-2 min), dostepng komer-
cyjnie w formie zestawu. Jednak niektére prébki nasienia wybarwione tg metoda wy-
kazujg silne wybarwienie tia, co moze utrudniac ocene plemnikéw. W sytuacji, gdy doj-
dzie do znacznego wybarwienia tla, nalezy zastosowac przemywanie nasienia (patrz

powyzej).

Odczynniki wykorzystywane w barwieniu Diff-Quik:
e utrwalacz (dostepny z zestawem lub metanol);
* roztwdr barwigcy 1 (eozynofilny ksanten);
* roztwdr barwigcy 2 (bazofilna tiazyna).

Etapy barwienia metodg Diff-Quik:
Utrwali¢ wyschniete rozmazy w komercyjnie dostepnym utrwalaczu przez 15 s lub
w metanolu przez 1 h, nastepnie zanurzy¢ w:

1. roztworze barwigcym 1 10s
2. roztworze barwigcym 2 5s
3. biezacej wodzie 10-15 min

Szkietka moga by¢ oceniane bez, jak i po, zabezpieczeniu odpowiednim medium
(patrz wyzej)

Ocena wybarwionych preparatéw wg Scistych kryteriow Kriigera

Ocenie poddaje si¢ kazdy element budowy plemnika weryfikujgc jego ksztatt, loka-
lizacje i wymiar (Rycina 14, 15, 16 A-E):

* gldwke, a w jej obrebie akrosom, i cze$¢ postakrosomalng;

* szyjke i wstawke zawierajacg ostonke mitochondrialng;

* witke;

* nadmiar resztkowej cytoplazmy (jesli obecna).

W Tabeli 7 ponizej przedstawiono prawidlowe parametry poszczegélnych elemen-
tow budowy plemnika wraz z wymiarami morfometrycznymi. Przy wykorzystywaniu
do klasyfikacji plemnikéw $cistych kryteridéw Krugera wigksze znaczenie ma ksztalty
gtowek niz ich wymiary, chyba ze odbiegajg one znacznie od przedstawionych w poniz-
szej tabeli. Okular z podziatkg mikrometryczng moze by¢ pomocny przy réznicowaniu
prawidtowej wielkosci giéwki plemnika i pozostatych elementéw jego budowy.
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Tabela 7. Prawidlowe parametry morfologiczne plemnika ludzkiego opracowane wg re-
komendacji WHO z 2010 — $cisle kryteria Krugera (wg Piasecka i wsp., 2013, zmodyfiko-
wane). Wymiary poszczeg6lnych elementéw budowy plemnikéw opracowane na pod-
stawie pomiar6w po wybarwieniu plemnikéw metodg Papanicolau.

Struktury plemnika | Parametry

Glowka regularna w zarysie, owalna

akrosom regularny w zarysie z jednolitg barwliwoscig, powierzchnia
akrosomu powinna stanowi¢ 40—70% powierzchni gtéwki

dopuszcza sie obecno$¢ nie wiecej niz 2 jasnych, matych wakuoli zaj-
mujacych <20% prawidiowej powierzchni gidwki w czesci akrosomal-
nej; cze$¢ postakrosomalna nie powinna zawiera¢ zadnych wakuoli
dtugosc¢ 4,1 um (95% przedziat ufnosci: 3,7-4,7)

szerokosc¢ 2,80 um (95% przedziat ufnosci: 2,5-3,2)

stosunek diugosci do szerokosci 1,5 (95% przedziat ufnosci:1,3-1,8)

Wstawka wysmukia, regularna w zarysie, z prawidlowa pozycja — o$ diuga
wstawki powinna by¢ przediuzeniem osi giéwki; nalezy zwréci¢ uwa-
ge na polaczenie gtéwki z wstawka,

podobnej dtugosci co gidwka plemnika

dlugos¢ 4,0 um (95% przedziat ufnosci: 3,3-5,2)

szeroko$c¢ 0,6 wm (95% przedziat ufnosci: 0,5-0,7)

Witka jednolita na calej diugosci, ciensza niz wstawka, nie ztamana, bez wy-
gie¢, skrecen i zawinie¢, cze$¢ koncowa witki zwezona

dopuszczalne sg subtelne zagiecia witki (brak zagie¢ pod katem
ostrym)

dtugos$¢ 45,0 um

Kropla regularna w zarysie, mniejsza niz 1/3 wielkosci gtéwki plemnika
cytoplazmatyczna
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] akrosomalna czgs$c¢ gtowki

postakrosomalna czes¢ gtowki

wstawka

e

czesé gtowna witki

r

czes$¢ koncowa witki

Rycina 14. Schemat budowy plemnika ludzkiego. Kolory struktur zgodne z barwieniem metoda
Papanicolaou. Rycina autorstwa dr hab. n. med., prof. nadzw. PUM Maigorzaty Piaseckiej.

Plemnik uznaje si¢ za nieprawidlowy, gdy wystepuje zaburzenie ktdéregokolwiek
z elementoéw jego budowy (Rycina 15, 16 A-E). W mikroskopie $wietlnym, przy wyko-
rzystaniu ww. metod barwienia m. in. mozna ujawnic:

e defekty gitéowki: duza lub mala, zwezona, gruszkowata, okragta, amorficzna,
zwakuolizowana (wiecej niz dwie wakuole lub >20% giéwki zajete przez wa-
kuole), obecno$¢ wakuoli w regionie postakrosomalnym, podwoéjne gidwki, zbyt
duzy lub zbyt matly akrosom (<40% lub >70% powierzchni giéwki); globozo-
ospermie czyli giéwki plemnikéw okragte, bez akrosomu (catkowita globozo-
ospermia — 100% plemnikéw nieprawidlowych, czeSciowa globozoospermia —
20-90% plemnikéw nieprawidtowych) (Dam i wsp., 2007; Noveski i wsp., 2013);

e defekty szyjkii wstawki: nieprawidiowe (asymetryczne) poigczenie gtéwki i wit-
ki, aplazje ostonki mitochondrialnej (cienka wstawka lub jej brak), gruba lub nie-
regularna wstawka, zgieta wstawka;
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e defekty witki: krétkie, grube, niekiedy ,kikutowate” witki, wielokrotne witki,
witki ztamane, zagiete pod ostrym katem, witki o nieregularnej szerokosci, zwi-
niete witki;

* nadmiar resztkowej cytoplazmy (ERC, ang. excess residual cytoplasm).

Defekty gtéowki
wydtuzona gruszkowata mata amorficzna zwakuolizowana maly duzy brak
akrosom akrosom akrosomu
[
0%
5339
RY a4 ARY RY R R R R
Plemniki z
Defekty szyjki i wstawki Defekty witki resztkowq
cytoplazma
zagieta asymetryczna gruba cienka krétka zagieta zawinieta podwdéjna 2 1/3 wielkosci gtowki

(brak)

1931837

Rycina 15. Nieprawidlowos$ci strukturalne plemnikéw ludzkich (Piasecka i wsp., 2013). Kolory
struktur zgodne z barwieniem metodg Papanicolaou.

* W kazdym z dwéch przygotowanych rozmazéw, w réznych polach widzenia li-
czy sie po co najmniej 200 plemnikéw z wykorzystaniem sumatora hematolo-
gicznego, réznicujac je na prawidlowe i nieprawidiowe (bierze sie pod uwage
tylko plemniki nie nalozone na siebie i nie splatane, zawierajace gtéwke i witke).

* Wynik podaje sie jako odsetki plemnikéw morfologicznie prawidlowych i nie-
prawidlowych, bedgce srednig uzyskang z oceny dwoch rozmazéw po zweryfi-
kowaniu réznicy z poszczegoélnych zliczen (patrz rozdziat Ruchliwos¢ plemnikow;
Tabela 1). Przy ocenie morfologii plemnikéw do weryfikacji dopuszczalnej r6zni-
cy pomiedzy wynikami uzyskanymi z obu rozmazéw nalezy poréwna¢ wyniki
dla prawidlowych plemnikow.

* Jezelirodznica z poszczegolnych zliczen przekroczy warto$¢ dopuszczalng nalezy
powtdérzy¢ procedure ocene w tych samych dwdéch rozmazach.

UWAGI:

* Ocenie morfologicznej poddaje sie tylko kompletne plemniki, a wiec takie ktére
majg gtowke i witke.

* Poniewaz osobne witki oraz osobne gtéwki nie sg uwazane za plemniki, nie sg
liczone jako nieprawidlowosci budowy plemnikdéw, jesli wystepujg sporadycznie
w rozmazie. Jednak, gdy ich liczba jest duza, nalezy ocenic ich odsetek.

* Gdy wiele plemnikéw wykazuje jeden specyficzny defekt budowy np.: mate,
okragte gtéwki bez akrosomu lub kikutowate witki, to w takiej sytuacji zaleca
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sie wyliczenie odsetka plemnikéw z danym defektem. Informacja taka powinna
znalez¢ sie na wyniku w Uwagach.

* ERC nie powinien by¢ nazywany kropla cytoplazmatyczng, gdyz kropla cyto-
plazmatyczna jest fizjologicznym elementem prawidlowego plemnika (Ryci-
na 16 B, D). Jest to osmotycznie wrazliwy pecherzyk charakteryzujgcy plemni-
ki zywe i ruchliwe, ktéry na rozmazach plemnikéw standardowo utrwalanych
i barwionych, po ich wyschnieciu jest mato widoczny, bowiem najprawdopodob-
niej zapada sie lub peka. Najczesciej ,,prawdziwg” krople cytoplazmatyczng moz-
na zobaczy¢ na preparatach przyzyciowych lub utrwalonych i mokrych ocenia-
nych w mikroskopie kontrastowo-fazowym. Wielkoscig swg nie powinna ona
przekracza¢ 1/3 powierzchni glowki plemnika i powinna wykazywac regular-
ny, gladki ksztait. Z kolei obecnos¢ ERC jest wyrazem zaburzen morfogenezy
plemnikéw powodujacych ich dysfunkcje. A wiec, ta nieregularna cytoplazma
plemnika, ktérg obserwuje sie na standardowo przygotowanych i wybarwio-
nych rozmazach, jest przede wszystkim resztkowg cytoplazma plemnika, ktéra
zlokalizowana na poziomie szyjki i wstawki, gdy jest r6wna lub wieksza niz 1/3
powierzchni gtéwki (Rycina 15) niewatpliwie nalezy do patomorfologicznych de-
fektow, ktérych geneza sigga zaburzen réznicowania i dojrzewania spermatyd
(Cooper i wsp., 2004, 2005, 2011; WHO, 2010).

Z klinicznego punktu widzenia w niektérych wypadkach istotna moze by¢ dodat-
kowa ocena plemnikéw nieprawidlowych i réznicowanie ich w zaleznosci od miejsca
uszkodzenia (gtéwka, wstawka, witka, obecno$¢ ERC). Nastepnie mozna obliczy¢ odset-
ki plemnikéw z danym uszkodzeniem wg ponizszego wzoru lub wykorzysta¢ uzyskane
wyniki do wyliczenia dodatkowych wskaznikéw morfologicznych (patrz rozdzial Do-
datkowe wskazniki morfologiczne).

% = catkowita liczba plemnikéw z danym uszkodzeniem
0

100

X
catkowita liczba ocenionych plemnikéw (prawidlowych i nieprawidtowych)

Jako, ze jeden nieprawidlowy plemnik moze mie¢ kilka uszkodzen, to uzyskane
w ten sposob odsetki nie bedg sie sumowaty do 100.

Przyktad 10: W pierwszym zliczeniu na 200 ocenionych w rozmazie plemnikéw uzy-
skano: 42 plemniki o prawidiowej budowie i 158 plemnikéw nieprawidtowych. Wsréd
plemnikéw nieprawidlowych 140 miato defekt gtowki, 102 defekt wstawki, 30 — defekt
witki, a 44 — obecnos$¢ ERC. W drugim rozmazie na 200 ocenionych plemnikéw wyni-
ki byly nastepujgce: 36 plemnikéw prawidtowych, 164 plemniki nieprawidtowe, z kto-
rych 122 miatly defekt glowki, 108 defekt wstawki, 22 defekt witki, a w 36 zanotowano
obecno$¢ ERC.

Poréwnuje sie tylko wyniki dla prawidiowych plemnikéw w celu weryfikacji do-
puszczalnej réznicy. W pierwszym zliczeniu jest 21% prawidtowych plemnikéw, w dru-
gim zliczeniu — 18%. Srednia wynosi 19,5% (zaokragla sie do 20%), a réznica wynosi
3%. Z Tabeli 1 wynika, ze dla $redniej 20% akceptowalna réznica wynosi 8%. Tak wiec,
uzyskane wyniki sg akceptowalne: odsetek plemnikéw prawidlowych wynosi 20%,
a nieprawidiowych 80%. Nastepnie wylicza si¢ wg ww. wzoru odsetki dla plemnikéw
z danym uszkodzeniem: nieprawidiowe giéwki [(140 + 122) [ 400] x 100 = 66%, nie-
prawidlowe wstawki [(120 + 108) [ 400] x 100 = 53%, nieprawidiowe witki [(30 + 22)
| 400] x 100 = 13%, plemniki z ERC [(44 + 36) [ 400] x 100 = 20%.
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Rycina 16 E. Ryciny 16 A-E — rozmazy plemnikéw ludzkich barwionych metoda Papanicolaou
(WHO, 2010). Plemnik potworkowaty (strzatki czarne); gtéwka amorficzna (strzatki czerwone),
gruszkowata (strzaiki niebieskie), wydtuzona (strzaiki zielone), mata bez akrosomu (strzatka
biata); maty akrosom (strzatki zéite), brak akrosomu (strzaiki szare), wakuole w obrebie gtowki
(gwiazdki czerwone); nieprawidlowe polaczenie gtowki i witki plemnika (czarne groty strzai-
ki); brak wstawki (czerwone groty strzatki); witka podwdéjna (bialy grot strzaiki), zawinieta
(niebieskie groty strzalki), zagieta (zielony grot strzatki), zbyt kroétka i pogrubiata (zéity grot
strzaltki), krétka — ,kikutowata” (szary grot strzatki); nadmiar resztkowej cytoplazmy (gwiazd-
ki czarne). Widoczne paleczki bakterii (czarne diugie strzatki), komérki zapalne wchodzgce
w interakcje z plemnikami (czerwone diugie strzatki), spermiofagia (zielona diuga strzalka).
Skala = 5 um. Mikrofotografie autorstwa dr hab. n. med., prof. nadzw. PUM Malgorzaty Piaseckiej.
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Przyczyny zaburzen budowy plemnikéw (Baccetti i wsp., 1989, 2001; Chemes,
2000; Chemes i wsp., 1999; Cooper i wsp., 2004, 2005, 2011; Esser i wsp., 2010, Kubo-
Irie i wsp., 2004; Moretti i wsp., 2011; Porsu i wsp., 2003; Rawe i wsp., 2002; Piasecka

lWSp 2013; Krausz, 2014) to m.in.:
zaklocenia spermiogenezy (réznicowanie okragilej spermatydy w wydtuzona)
zwigzane z dysfunkcjg centrioli spermatyd o podiozu genetycznym;

* zaburzenia budowy akrosomu o podiozu genetycznym — plemniki z okragta
glowka (globozoospermia) i duzg giéwka (macrocephalia);

* dysplazja ostonki widknistej witki plemnika (DFS, ang. dysplasia of fibrous she-
ath in sperm flagellum) o podlozu genetycznym — w zalezno$ci od zaawansowa-
nia zmian w nasieniu widoczne krotkie, grube, niekiedy , kikutowate” witki, co
moze by¢ zwigzane z hipertrofig i hiperplazjg osionki widknistej;

* nadmiar resztkowej cytoplazmy (ang. ERC) — jej obecnos¢ jest wyrazem zaburzen
morfogenezy plemnikow, ktorych geneza siega zaburzen réznicowania i dojrze-
wania spermatyd i powoduje dysfunkcje plemnikéw;

* stan zapalny jader i najadrzy, ktéry moze powodowac wcze$niejsze uwalnianie
nie w pelni dojrzatych plemnikéw, ktére rozpoznawane sg w nasieniu jako plem-
niki nieprawidiowe;

* bakterie i ich toksyny oraz leukocyty obecne podczas stanu zapalnego, ktore
moga uszkadzac¢ plemniki;

* niedobdr witamin i mikroelementéw;

* czynniki toksyczne np. metale ciezkie, ksenoestrogeny.

DODATKOWE WSKAZNIKI MORFOLOGICZNE

Plemniki o nieprawidtowej budowie czesto posiadajg kilka defektéw (tj. gtowki,
wstawki, witki). Dlatego tez dokladna analiza wskaznikéw morfologicznych nieprawi-
dlowosci moze by¢ bardziej przydatna przy badaniach dotyczacych zakresu zaburzenia
procesu spermatogenezy niz standardowa ocena réznicujgca plemniki tylko na prawidio-
we i nieprawidiowe (Jouannet i wsp., 1988, Auger i wsp., 2001).

W praktyce wykorzystuje sie trzy wskazniki morfologiczne:

* wskaznik (indeks) teratozoospermii (TZI, ang. teratozoospermia index);

* wskaznik znieksztalcenia (deformacji) plemnika (SDI, ang. sperm deformity index);

* wskaznik anomalii wielokrotnych (MAI, ang. multiple anomalies index).

TZI pozwala okresli¢ zakres wielokrotnych defektéw plemnika i informuje o udred-
nionej liczbie defektéw przypadajacych na plemnik nieprawidlowy (wspétistnienie de-
fektow poszczeg6lnych elementéw budowy plemnika). TZI jest to stosunek liczby plem-
nikow z >1 defektem giéwki, wstawki, witkiiliczby plemnikéw z nadmiarem resztkowej
cytoplazmy do liczby morfologicznie nieprawidtowych plemnikéw. Maksymalna war-
tos¢ tego wskaznika wynosi 4. Warto$¢ TZI wynoszaca 1 oznacza, ze wiekszo$¢ ocenia-
nych plemnikéw zawiera tylko jeden defekt strukturalny nalezacy do okreslonej kate-
gorii. Z kolei wzrost wartosci TZI sugeruje wiekszg liczbe anomalii morfologicznych
przypadajacych na plemnik.

Analiza nasienia mezczyzn plodnych i o obnizonej plodnosci ujawnita zaleznosé
miedzy zdolno$cig plemnika do zaptodnienia komérki jajowej a jego morfologig wyra-
zang wartoscig TZI. W badaniach obejmujacych 103 plodne pary oraz 107 par nie mo-
gacych uzyskaé potomstwa stwierdzono réznice w wartosciach indeksu teratozoosper-
mii: Srednia wartos$¢ tego parametru dla mezczyzn plodnych wynosita 1,51+0,2 (zakres
1,04-2,38), natomiast dla nieplodnych 1,81*0,3) (zakres 1,26-2,60) (Menkveld i wsp.,
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2001; WHO, 2010). Tak wiec autorzy zaproponowali wartos$¢ 2,09 wskaznika TZI za war-
to$¢ granicza, umozliwiajgcg odréznienie mezczyzn ptodnych od nieptodnych.

SDI — informuje o usrednionej liczbie defektéw przypadajacych na plemnik. Jest to
stosunek sumy liczby wszystkich identyfikowanych defektéw giéwki plemnika, liczby
plemnikéw z > 1 defektem wstawki, witki i liczby plemnikéw z resztkowa cytoplazma
do liczby wszystkich plemnikéw (morfologicznie prawidlowych i nieprawidiowych).
Maksymalna warto$¢ SDI wynosi 3. W przypadku tego parametru kazdy defekt gtowki
(nieprawidlowy ksztatt, wielkos¢, struktura, wakuolizacja, obecnos$¢ i wielko$¢ akroso-
mu) zliczany jest osobno. Natomiast rézne defekty wstawki, witki i obecnos¢ resztko-
wej cytoplazmy zliczane sg jak w przypadku indeksu TZI (WHO, 2010).

Wykazano, ze u mezczyzn ptodnych warto$¢ indeksu SDI wynosi 1,50-1,60, u nie-
plodnych z niskimi wartosciami reaktywnych form tlenu (RFT, ang. reactive oxygen spe-
cies) 1,60-1,70, natomiast u mezczyzn nieptodnych z wysokimi warto$ciami RFT w na-
sieniu i leukocytospermia warto$¢ tego wskaznika jest zdecydowanie wyzsza 1,90-2,00
(Aziz i wsp., 2007, 2011; Said i wsp., 2005a, 2005b).

MAI — okres$la wystepowanie wielu nieprawidlowosci w jednym plemniku i infor-
muje o usrednionej ilosci defektéw przypadajacych na plemnik (WHO, 2010). Jest to
stosunek liczby wszystkich zaburzen gtéwki, wstawki oraz witki plemnika do liczby
nieprawidlowych plemnikéw. W przypadku tego parametru nie bierze sie pod uwage
plemnikéw z nadmiarem resztkowej cytoplazmy. W odréznieniu od indeksu TZI i SDI
wartos$¢ tego wskaznika jest nieokreslona.

Tabela 8. Przyktad obliczania dodatkowych wskaznikéw morfologicznych (WHO, 2010,
zmodyfikowane)

TZI SDI MAI

Warto$¢ maksymalna 4.00 3.00
lilcizk%ileiﬁreri_ liczba liczba plem-
Wykorzystywany mianownik rawidlo- wszystkich |nikéw niepra-
P wych plemnikéw | widlowych

(A) Liczba ocenionych plemnikéw 200 200 200
Liczba plemnikéw prawidiowych 46 46 46
Odsetek plemnikéw prawidiowych 23 23 23
(B) Liczba plemnikéw nieprawidiowych
(200-46) 154 154 154
(1) Liczba defektow gléwki (MAI, SDI) lub liczba
plemnikéw z > 1 defektem glowki (TZI) 154 284 284
(2) Liczba defektéw wstawki (MAI) lub liczba 52 52 54
plemnikéw z > 1 defektem wstawki (SDI, TZI)
(3) Liczba defektow witki (MAI) lub liczba plem- 46 46 54
nikéw z > 1 defektem witki (SDI, TZI)
(4) Liczba plemnikéw z ERC 14 14 14
(C) Suma defektéow MAIL: 1+2+3= (C) 392
(D) Suma defektéw SDI, TZI: 1+2+3+4= (D) 266 396
Wryliczanie wskaznika D/B D/A C/B
Wartos¢ wskaznika 1,72 1,98 2,55
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DODATKOWE ZJAWISKA OBSERWOWANE
PODCZAS BADANIA NASIENIA

Mimo, ze ocena ejakulatu jest zlozona i szczeg6lowa, to i tak nie opisuje wszystkich
zjawisk, ktére moga by¢ obserwowane podczas badania nasienia. Kazdy wynik moze
by¢ dodatkowo uzupelniony o uwagi, ktére pozwalaja na precyzyjniejsze okreslenie zja-
wisk zaobserwowanych w preparacie, ale nie opisanych na wyniku. Aby uwagi te byty
dobrze zrozumiane przez lekarzy interpretujgcych wyniki, powinny by¢ formulowane
w podobny sposob (Tabela 9).

Tabela 9. Przykiady uwag, ktére opisuja dodatkowe obserwacje w nasieniu.

Tres¢ uwagi

Interpretacja

Pacjent zglosit utrate czesci ejakulatu,
nie znana catkowita objetosc.

Wartosci obliczone na podstawie catkowitej liczby
plemnikéw sg zanizone.

Nasienie dostarczone juz w formie
uplynnionej, nie znany czas uptynnie-
nia.

Pacjent dostarczyl prébke nasienia do analizy,

ale nie ma pewnosci co do czasu od ejakulacji.

W zwigzku z tym watpliwa jest ocena zywotnosci
i ruchliwo$ci plemnikéw.

W nasieniu obecne pasma $luzu.

Moze to $wiadczy¢ o stanie zapalnym, ale obserwo-
wane pasma $luzu nie wplywajg na ocene prepara-
tu. Oceny ruchliwo$ci dokonano poza pasmami $lu-
Zu.

W nasieniu obecne pasma $luzu, zawie-
rajace liczne leukocyty.

Leukocyty poza pasmami $§luzu majg bardzo niska
koncentracje. Pasma $luzu uniemozliwiajg okre$le-
nie prawdziwej liczby leukocytow.

W nasieniu obecne pasma $luzu, zawie-
rajace liczne plemniki.

Plemniki poza pasmami §luzu maja swobode po-
ruszania sie. Plemniki, ktére sg ,,uwiezione” w pa-
smach $luzu nie wchodzg do analizy liczby i ruchli-
wosci plemnikéw w konsekwencji uzyskane wyniki
nie odzwierciedlajg prawdziwych wartosci.

W nasieniu obecne cialka (liczne/poje-
dyncze) zelatynowe.

Moga stanowié¢ znaczng objetos$¢ ejakulatu, co moze
zafalszowac ocene objetosci ejakulatu a tym samym
catkowitej liczby plemnikéw w nasieniu.

Ocena ruchliwosci dotyczy wolnych od
aglutynacji plemnikéw

Plemniki ulegajace aglutynacji brane sg pod uwage
przy ocenie liczby plemnikéw, ale nie przy ocenie
ruchliwosci.

Ruch postepowy plemnikéw staby i nie-
prostoliniowy.

Brak lub bardzo niewiele plemnikéw o szybkim ru-
chu postepowym (dawny typ A)

Ruch catkowity plemnikéw powyzej
dolnej granicy wartos$ci referencyjnej.
Oceny zywotnosci nie wykonano.

WHO dopuszcza nie wykonywanie oceny zywotno-
$ci plemnikéw przy prawidiowym odsetku plemni-
kéw ruchliwych.

Z powodu niskiej liczby plemnikéw nie
wykonano standardowej oceny morfo-
logicznej. Na 115 ocenionych plemni-
kéw w dwoch rozmazach 9 plemnikéow
mialto budowe prawidiowa.

Nie zaleca sie obliczania odsetka plemnikéw o pra-
widlowej budowie, jesli ich liczba w preparacie nie
pozwala na zalezienie co najmniej 200 plemnikéw.
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W preparacie bezposrednim nie znale- |Preparat bezposredni oznacza analize 2 prébek na-
ziono plemnikéw. Po odwirowaniu na- |sienia, }agcznie 20 ul. Przy braku plemnikéw koniecz-
sienia w osadzie stwierdzono 3 ruchli- |na jest doktadna analiza catego osadu. Opisuje sie
we plemniki. wszystkie znalezione plemniki uwzgledniajgc ich
ruchliwosé.

W preparacie bezposrednim znaleziono | Warto$¢ koncentracji nie pozwala na znalezienie
pojedyncze (lub jeden, dwa itd. rucho- |200 plemnikéw w komorze Neubaeuera. (koncentra-
me, nieruchome) plemniki. cja: <0,1 mIn/ml) ponizej zakresu doktadnosci ko-
mory.

W nasieniu stwierdzono obecno$¢ bak- | W preparacie barwionym do oceny morfologii plem-
terii. nikéw (pow. 1000x) mozna stwierdzi¢ obecno$¢ bak-
terii, ale zwykle nie mozna ich zidentyfikowac.

ZNACZENIE WEWNETRZNE] I ZEWNETRZNE] KONTROLI
JAKOSCI BADAN W LABORATORIUM SEMINOLOGICZNYM

Waznym elementem zarzadzania jako$cia w kazdym laboratorium, w tym takze
w laboratorium seminologicznym, jest systematyczne przeprowadzanie wewnetrz-
nej kontroli jakosci oraz uczestnictwo w zewnetrznej kontroli jako$ci co najmniej raz
w roku zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 23.03.2006 roku w sprawie
standardéw jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicz-
nych [Dz.U. nr 61 poz. 435 z pézniejszymi zmianami| (Rozporzqdzenie Ministra Zdrowia
z dnia 23 marca 2006 r.). Gtéwnym celem kontroli jakosci jest znalezienie btedu, zaréwno
systematycznego, jak i przypadkowego, oszacowanie jego zakresu i zminimalizowanie
go (Gernand, 2000), co przeklada sie bezposrednio na wiarygodno$¢ uzyskanego wyni-
ku i tym samym jego kliniczng uzytecznos¢.

Jednym z pierwszych etapéw wprowadzenia do laboratorium programu zarzadza-
nia jakoscig jest opracowanie ksiegi jakos$ci z doktadnym opisem standardowych proce-
dur operacyjnych (SOP, ang. standard operating procedures), ktéra w jasny i zrozumiaty
sposob dostarcza diagnostom szczeg6lowych instrukcji wykonywania poszczegélnych
czynnosci oraz analiz laboratoryjnych, zapewniajgc standaryzacje procedur zaré6wno
rutynowych, wykonywanych przy kazdym badaniu nasienia, jak i wykonywanych spo-
radycznie (Baszczuk, 2012; Palacios i wsp., 2012; WHO 2010).

Minimalne wymagania dotyczace kontroli jakosci w laboratorium seminologicznym
wg WHO (2010) to:

* nadzdriwspdizaleznos¢ wynikéw w obrebie probki, wykonywane caty czas pod-

czas analizy danej probki;

* analiza parametréw nasienia (materiat kontrolny) przez r6zne osoby i ocena zroz-

nicowania uzyskanych wynikéw wykonywane raz na tydzien lub raz na miesiac;

* analiza Srednich wynikow testéw wykonywana raz na miesigc lub raz na kwartat;

* udzial w zewnetrznej kontroli jakosci, raz na kwartat lub raz na p6t roku;

* kalibracja sprzetu (pipety, wagi, komory zliczeniowe i pozostale wyposazenie)

wykonywane raz na rok.

Podczas kazdego badania nasienia nalezy zwraca¢ uwage na wyniki zaskakujace,
nie pasujgce do pozostatych wynikéw analizy np. kiedy odsetek martwych plemnikéw
przewyzsza odsetek plemnikéw nieruchomych, przypadki naglego pojawienia si¢ azo-
ospermii u danego pacjenta itp. Pierwszym etapem wewnetrznej kontroli jakosci jest
wykonywana w trakcie badania nasienia ocena poszczegélnych parametréw w dwéch
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niezaleznych powtoérzeniach (dwdéch preparatach, dwoéch polach komory zliczeniowej)
oraz weryfikacja dopuszczalnej (akceptowalnej) réznicy pomiedzy uzyskanymi wyni-
kami z wykorzystaniem odpowiednich tabel (patrz rozdziat Ocena ruchliwosci plemni-
kow i Ocena liczby plemnikow).

Kiedy w laboratorium badanie nasienia wykonywane jest przez rézne osoby, niezbed-
ne jest przeprowadzanie przez nie (raz w tygodniu lub raz w miesigcu) oceny prébek
kontrolnych oraz statystyczna analiza zréznicowania uzyskanych wynikéw. Idealem
jest przebadanie przez diagnostow $wiezego materiatu kontrolnego, w tym wypadku
$wiezej probki nasienia, w rutynowych warunkach w celu scharakteryzowania ocze-
kiwanej zmiennosci pomiaréw i ustalenia oczekiwanego rozktadu wynikéw pomiaréw
kontrolnych. W celu statystycznej analizy uzyskanych wynikéw wykorzystuje sie dwu-
kierunkowg analize wariancji i test na znamienng réznice pomiedzy oceng wykonywa-
ng przez rézne osoby. Najczesciej jednak material kontrolny stanowig prébki stabilizo-
wane wykonywane w laboratorium na bazie probek nasienia pacjentéw np. pula prébek
kontrolnych do oceny koncentracji plemnikéw, zachowane preparaty z testu eozyna-ni-
grozyna lub barwienia do oceny morfologii oraz ruch plemnikéw nagrany na DVD lub
CD. Do oceny zréznicowania wynikéw uzyskanych przez réznych diagnostow stosuje
sie takze karty kontrolne (karta warto$ci sredniej i karta odchylenia standardowego).
Tworzenie i interpretacja wykreséw kontrolnych sg integralng czescig kontroli jako$ci.

W zaleznosci od ilo$ci wykonywanych analiz mozna raz na miesigc lub raz na
kwartal przeprowadza¢ analize $rednich wynikéw testu umozliwiajgcg monitorowa-
nie trendu analizy. Wprowadzenie tej analizy powinno by¢ poprzedzone co najmniej
6-miesiecznym okresem wstepnym, w ktérym co miesigc podsumowuje sie wyniki dla
poszczegdlnych parametréw uzyskane od pacjentéw z wartosciami prawidiowymi
($rednia, odchylenie standardowe). Uzyskane wyniki przedstawia sie na kartach kon-
trolnych np. Shewharta.

Zalozeniem zewnetrznej kontroli jakosci jest oszacowanie efektu standaryzacji pro-
cedur wykonywanych w laboratorium, poréwnanie wynikéw danej grupy z pozostatymi
grupami, dzieki czemu mozna ocenic i poréwnac wyniki uzyskiwane ré6znymi metodami
w skali niemozliwej do uzyskania w pojedynczym laboratorium. Najcze$ciej programy
takie obejmujg uczestnictwo w 2 lub 4 kontrolach w ciggu roku. Przesylane sg probki na-
sienia do oceny koncentracji plemnikéw, probki do oceny ruchliwosci plemnikéw na pty-
cie DVD lub dostepne on-line na platformie osrodka, rozmazy nasienia do oceny morfolo-
gii plemnikow oraz preparaty do oceny zywotnosci plemnikéw. Kazda taka kontrola ma
charakter edukacyjny (Jedrzejczak i wsp., 2012; Jedrzejczak i wsp., 2008; WHO 2010). W Pol-
sce jest mozliwo$¢ odplatnego uczestnictwa w programie zewnetrznej kontroli jakosci
oferowanej przez Labquality (Helisinki, Finlandia), ktérego dystrybutorem jest spotka
Systemy Oceny Wiarygodnosci Analiz Medycznych (SOWA-med; http://[www.sowa-med.
pl/index.php). Oprécz oferowanego wyzej programu jest mozliwos$¢ uczestnictwa w za-
granicznych programach zewnetrznej kontroli jako$ci np. Nordic Association for Androl-
ogy (NAFA, prof. Lars Bjorndahl, co-ordinator EQA, email.: lars.bjorndahl@ki.se); Qua-
DeGa (Munster, Niemcy; http://[www.quadega.de), czy UK NEQAS Reproductive Science
(Manchester, Wielka Brytania: http://[www.cmft.nhs.uk/ukneqasrepsci.aspx).

Por6éwnania miedzylaboratoryjne sg minimalng zewnetrzng formg kontroli jako$ci
badania nasienia. Polskie Centrum Akredytacji w przypadku braku dostepnej zewnetrz-
nej kontroli jakosci na terenie kraju zaleca uczestnictwo w badaniu biegtosci i porow-
nan miedzylaboratoryjnych, w ktérym powinny uczestniczy¢ co najmniej 2 laboratoria
(chociaz korzystniejsze jest uczestnictwo wiekszej liczby laboratoriéw). Jak do tej pory
w 2011 roku zaproponowano jedyne w Polsce nieodplatne por6wnanie miedzylaborato-
ryjne koncentracji, ruchu i morfologii plemnikéw (Pracownia Andrologii Ginekologicz-
no-Polozniczego Szpitala Klinicznego w Poznaniu) (Jedrzejczak i wsp., 2012).
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WYPOSAZENIE LABORATORIUM SEMINOLOGICZNEGO

Pomieszczenie do oddania nasienia

Pacjent powinien mie¢ zapewniong mozliwo$¢ oddania nasienia w poblizu labora-
torium, w ustronnym pomieszczeniu, w miare mozliwo$ci wyposazonym w umywalke,
jednorazowe reczniki i Srodki higieny osobistej. Jesli nie ma takiej mozliwosci, pacjent
moze oddac nasienie poza laboratorium, jednak powinien by¢ poinformowany na temat
warunkow wstepnych oddania nasienia (najlepiej pisemne oraz ustne instrukcje doty-
czace oddania nasienia i jego transportu do laboratorium, patrz rozdzial Badanie nasie-
nia — procedury przedlaboratoryjne), i otrzymac pojemnik do oddania nasienia.

Pojemniki na nasienie

Do oddania nasienia dobrze sprawdzajg sie plastikowe pojemniki na mocz. Najlepiej,
jesli pojemniki sg wydawane przez laboratorium po wczesniejszym ich zwazeniu i zapi-
saniu wagi na pojemniku (w celu pézniejszego zwazenia pojemnika wraz z nasieniem
i oceny objetosci probki). Jesli pojemniki do oddania nasienia nie s3 wydawane przez
laboratorium, a dostarczane przez pacjenta wraz z probka, nie ma mozliwosci precyzyj-
nej oceny objetosci probki metoda wagowsa.

Dopuszczalne jest takze uzywanie skalowanego cylindra z szerokim ujsciem do od-

dania nasienia, jednak ze wzgledéw praktycznych nie jest to powszechnie stosowane.

W wypadku, kiedy chce sie przetestowac, czy material, z ktérego wykonany jest po-

jemnik nie jest toksyczny dla plemnikéw nalezy wykona¢ nastepujacy test:

e przygotowac pojemnik kontrolny (o ktérym wiadomo, ze nie jest toksyczny dla
plemnikéw, np. pojemnik szklany) oraz badany (ktérego ewentualng toksycz-
nos¢ chce sie zbadac);

e wybrac kilka prébek nasienia o duzej koncentracji i prawidiowej ruchliwosci
plemnikéw, podzieli¢ objetos¢ probek na pot i umiesci¢ w pojemniku badanym
i kontrolnym;

* dokona¢ oceny ruchliwosci plemnikéw (zgodnie z zasadami obowigzujgcymi do
oceny ruchliwosci przy wykonywaniu badania ogolnego nasienia) dla kazdego
z pojemnikéw po 1, 2, 31 4 godzinach (w temperaturze pokojowej lub 37°C);

* pojemnik badany moze by¢ traktowany jako nietoksyczny dla plemnikéw, je-
$li nie uda sie wykazac¢ réznic statystycznych pomiedzy pomiarami w zadnym
z punktéw czasowych (test t Studenta dla sparowanych danych).

Temperatura wykonywania badania nasienia

Optymalnie jest, gdy analiza nasienia przeprowadzana jest w temperaturze 20-
37°C. Moze to by¢ zapewnione np. przez uzycie stolika grzejnego w mikroskopie lub tez
przez zachowanie odpowiedniej temperatury powietrza w laboratorium. Dodatkowo
taka temperature mozna zapewni¢ przez przechowywanie materiatu oraz szkietek mi-
kroskopowych w inkubatorze/cieplarce i ocene natychmiast po wykonaniu preparatu.
Nadmierne ochlodzenie prébki moze spowodowac obnizenie ruchliwosci plemnikéw.

Wymagane wyposazenie laboratorium

Ponizej wymieniono niezbedny sprzet i odczynniki do wykonania ogoélnego badania
nasienia. W zalezno$ci od organizacji pracy w danym laboratorium uzycie dodatkowe-
go sprzetu (np. statywow, probéwek typu falkon) moze utatwic prace. Poza tym urza-
dzenia takie jak cieplarka (pracujgca w temperaturze 37°C) lub ptytka grzejna oraz mie-
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szadlo zapewniajgce delikatne mieszanie prébki do momentu uptynnienia, sg zalecane,
ale nie sg niezbedne.

Do niezbednych elementéw wyposazenia laboratorium zalicza sie:

mikroskop laboratoryjny kontrastowo-fazowy z obiektywami 10, 20, 40, 100x
i z okularem 10x (lub 12.5x); dodakowo wymienne okulary: z siatkag kwadra-
towg np. 10x10 (do ograniczania powierzchni ocenianej w czasie analizy ru-
chliwo$ci) oraz z podziatkg mikrometryczng (do pomiar6w morfometrycznych
przy ocenie morfologii plemnikéw). Zalecane jest takze stosowanie podgrzewa-
nego stolika, ktérego temperatura pozwala na podtrzymanie ruchliwosci plem-
nikows;

waga laboratoryjna — niezbedna do oceny objetosci nasienia, zalecana dokiad-
nos$¢ wagi 0,01 g;

wiréwka (zakres: 600 g do zageszczania probki np. do oceny morfologii plemni-
kéw), 1000 g (do uzyskania plazmy do oceny markeréw biochemicznych), 3000 g
(do odwirowania osadu w przypadku podejrzenia azoospermii);

sumator hematologiczny (wystarczajgce sg sumatory 6 — lub 9-przyciskowe);
komora do oceny koncentracji plemnikéw — zmodyfikowana komora Neubauera
ze szkietkami nakrywkowymi grubosci 0,44 mm,;

komora wilgotna do sedymentacji plemnikéw w komorze zliczeniowej;
wytrzasarka (ang. vortex) do mieszania rozcienczonych probek nasienia (nie na-
lezy jej uzywac do mieszania calej probki nasienia);

pipety laboratoryjne w zakresie 10—-1000 ul oraz odpowiednie koncéwki;

pipeta tlokowa w zakresie 10—100 wl oraz odpowiednie koncéwki.

Materialy laboratoryjne zuzywalne:

papierki wskaznikowe do pomiaru pH w zakresie 6-10 (papierki w zakresie 0-14
nie majg zastosowania);

pipety Pasteura (jednorazowe, plastikowe, o szerokim uj$ciu 1.5 mm, pojemnos¢
np. 3 ml);

szkietka mikroskopowe podstawowe;

szkietka mikroskopowe nakrywkowe o grubosci 0,16—0,19 mmm i wielkosci
22x22 mm (w razie innej wielkosci nalezy dostosowa¢ nakladang na szkietko ob-
jetos¢) oraz 24x50 mm (lub inne o duzych wymiarach, do stosowania przy ana-
lizie osadu;

probéwki typu eppendorf (do wykonywania rozcienczen, najlepiej 1,5 ml);
barwiacze (pojemniki do barwienia rozmazéw nasienia do oceny morfologii
plemnikéw);

oléwek i marker do opisywania probek i preparatéw (nie nakleja sie naklejek
z danymi pacjenta na zwazony pojemnik, bo wplynie to na ocene objetosci na-
sienia metoda wagowsg);

formularze do wypisywania wynikéw;

minutnik;

komputer i drukarka do przygotowania ostatecznego wyniku;

odczynniki (patrz rozdziaty powyzej).
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KOMPUTEROWO WSPOMAGANA ANALIZA NASIENIA

Istnieje wiele systeméw do komputerowo wspomaganej analizy nasienia (ang. Com-
puter Aided Sperm Analysis — CASA). Nalezy podkresli¢, ze systemy te nie sg catkowicie
~komputerowe”, a jedynie ,komputerowo wspomagane”, co oznacza ze sg przeznaczo-
ne do wspomagania wyszkolonego w analizie nasienia diagnosty w precyzyjnej ocenie
wybranych parametréw nasienia. Szybki rozw¢j technologii komputerowych i mozli-
wosci technicznych powoduje, ze w istniejgcych systemach pojawiajg sie udoskonalenia
i coraz wiecej parametréw moze by¢ dzieki nim precyzyjnie oznaczanych. Uwaza sie,
ze CASA moze by¢ stosowana do rutynowej oceny nasienia, daje precyzyjne i porow-
nywalne z analizg manualng wyniki dla wiekszo$ci parametréw nasienia, jednak dla
sprawnosci systemu konieczne jest zachowanie odpowiednich standardéw w przygoto-
waniu prébek, szkolenie personelu oraz umiejetne stosowanie calego systemu (Dearing i
wsp., 2014; Lammers i wsp., 2014). W badaniach wykazano korelacje pomiedzy prawdopo-
dobienstwem zaplodnienia, a niektérymi parametrami plemnikéw ocenianymi za po-
mocg CASA (Shibahara i wsp., 2004; Garrett i wsp., 2003).

Systemy CASA sktadaja sie z mikroskopu, komputera oraz oprogramowania, ktére
jest zasadniczg czescig tego systemu i dzialajg pod nadzorem diagnosty. Systemy skia-
dajace sie jedynie z analizatora (bez podgladu w mikroskopie) nie sg urzagdzeniami re-
komendowanymi i nie sg przedmiotem opisu w tym rozdziale.

Nasienie do analizy wspomaganej komputerowo jest pobierane i poczatkowo przy-
gotowywane w taki sam sposdb jak w przypadku analizy manualnej. Parametry makro-
skopowe nasienia muszg by¢ oznaczone recznie, gdyz najbardziej rozwiniete w tej chwi-
li systemy CASA oceniajg jedynie takie parametry badania ogélnego jak koncentracja,
ruchliwo$¢, zywotnos¢ i morfologia plemnikéw, z czego ocena zywotnosci jest na tyle
skomplikowana, ze nie jest wykonywana rutynowo przy uzyciu tych systeméw. Do oce-
ny koncentracji i ruchliwosci plemnikéw wykorzystuje sie nagrania krétkich sekwencji
filmowych natomiast do oceny morfologii i zywotnosci — zdjecia.

W analizie nasienia wspomaganej komputerowo zasadniczym jest, aby materialy
(filmy i zdjecia) analizowane przez program komputerowy mialty odpowiednig jakos¢,
ktora pozwoli systemowi na ich wtasciwg ocene. Istotng role w jakosci uzyskiwanych
filméw i zdje¢ ma jakos¢ uktadu optycznego w mikroskopie, jego czystosé, wiasciwe
ustawienie Swiatla i ostrosci, czysto$¢ komor i szkietek stosowanych do nakiadania pre-
paratu. Przyktadowo, obecno$¢ w preparacie pecherzykéw powietrza, nierdwnomierne
oSwietlenie pola widzenia, czy obecnos¢ odciskow linii papilarnych na szkietku moze
utrudniac¢ lub uniemozliwiac¢ analize. Analiza wspomagana komputerowo moze tez by¢
utrudniona w przypadku nietypowych probek (Lammers i wsp., 2014).

Wazna cechg CASA jest to, ze to diagnosta podejmuje ostateczng decyzje, czy analiza
jest przeprowadzona wiasciwie oraz moze wprowadzi¢ zmiany i korekty w ocenach do-
konanych przez system komputerowy, jesli uwaza, ze system zanalizowal co$ niewta-
$ciwie np. jesli system oznaczyt jako plemnik element morfotyczny, ktory wedtug oceny
diagnosty nie jest plemnikiem.

Nowoczesne systemy CASA sg wyposazone w programy do przeprowadzania kon-
troli zewnetrznej i wewnetrznej oraz powinny podlega¢ weryfikacji i standaryzacji.

Ocena koncentracji i ruchliwosci plemnikow

Ocena koncentracji i ruchliwosci plemnikéw w wiekszosci systeméw wspomaga-
nych komputerowo jest wykonywana jednoczes$nie, wykorzystujgc fakt zliczania plem-
nikéw ruchliwych w znanej jednostce objetosci ejakulatu. Przygotowanie filméw do
oceny ruchliwosci i koncentracji powinno by¢ wykonane w takim samym czasie jak
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analiza ruchliwosci plemnikéw metodg manualng (najlepiej w ciggu 30—60 min od od-
dania). Rekomendowane jest przygotowanie preparatu do oceny koncentracji i ruchli-
wosci w komorze o gtebokosci 20 ul (jednorazowe komory réznych firm sg dostepne
komercyjnie).

Ocena ruchliwosci i koncentracji powinna by¢ przeprowadzona z dwdch komor,
z przynajmniej 6 pol widzenia w kazdej komorze oraz na podstawie analizy minimum
200 plemnikéw w kazdej komorze. Stosuje sie mikroskop kontrastowo-fazowy, powiek-
szenie stosowane przy takiej analizie jest mniejsze niz przy ocenie manualnej i wynosi
tylko 100x. Wydaje si¢, ze minimalny czas nagrania powinien wynosi¢ 1 s, cho¢ produ-
cenci systeméw rekomenduja czasem diuzsze czasy analizy.

W prébkach, w ktérych koncentracja plemnikéw jest wyzsza niz 50 mln/ml ocena
koncentracji metoda CASA jest utrudniona ze wzgledu na nakladanie si¢ plemnikéw
na siebie. W takich przypadkach zalecane jest rozcienczenie prébki plazma nasienia od
tego samego pacjenta. W tym celu nalezy podzieli¢ nasienie na 2 cze$ci i jedng z nich
odwirowac (16000 g, 6 min) w celu uzyskania plazmy nie zawierajgcej plemnikéw. Na-
stepnie nalezy uzy¢ tej plazmy do rozcienczenia prébki wyjsciowej w sposéb zapewnia-
jacy przewidywang koncentracje plemnikéw na poziomie <50 mln/ml. Po uzyskaniu
wyniku koncentracji z systemu nalezy go pomnozy¢ przez wspo6lczynnik rozcienczenia
np. jesli koncentracja w danej prébce wynosita okoto 160 mln/ml, to prébke mozna roz-
cienczy¢ 4 razy (mieszajac np. 200 ul probki wyjsciowej i 600 ul plazmy po odwirowa-
niu), a uzyskany wynik koncentracji nalezy nastepnie pomnozy¢ przez 4. W przypadku
probek o koncentracji plemnikéw nizszej niz 2 mln/ml ocena koncentracji moze by¢ tak-
ze utrudniona (Garrett i wsp., 2003).

UWAGI:

* Z praktycznego punktu widzenia najlepiej jest najpierw zapisa¢ wystarczajaca
liczbe filmoéw z danej probki (przesuwajac tylko obraz pod mikroskopem i nagry-
wajac kolejne filmy w systemie), a dopiero po zakonczeniu wszystkich nagran
dokonac analizy filméw. Pozwala to na szybkie utrwalenie plemnikéw widzia-
nych w preparacie, a dzieki temu zmniejszenie bledu wynikajgcego z ich wychta-
dzania, czy wysychania.

* Analize mozna tez wykonac pézniej, w dowolnym czasie, o ile zapisane filmy sg
dobrej jakosci i jest pewnos¢, ze nie bedzie potrzeby ich ponownego nagrania.

W zalezno$ci od ustawien systemu moze on kategoryzowac plemniki na ruchliwe
z okreslong predkoscig, ruchliwe w miejscu i nieruchliwe. System daje takze mozli-
wos¢ (niedostepng w analizie manualnej) oceny parametrow kinematycznych plemni-
kéw (Rycina 17), miedzy innymi takich jak:
* ALH (ang. amplitude of lateral head displacement) — amplituda bocznych wychylen
gtowki (wm);
* BCF (ang. beat-cross frequency) — czesto$¢ przecinania $ciezki Sredniego $ladu
przez gtéwke plemnika (Hz);
* VCL (ang. curvilinear velocity) — szybko$¢ przebycia przez plemnik catkowitej dro-
gi krzywoliniowej w jednostce czasu (um /s);
* VSL — (ang. straight-line velocity) — szybko$¢ przebycia przez plemnik catkowitej
drogi prostoliniowej w jednostce czasu (um /s);
* VAP (ang. average path velocity) — $rednia szybkos$¢ przebycia przez plemnik cal-
kowitej drogi w jednostce czasu (um /s);
* LIN (ang. linearity) — udzial (%) szybkosci przebycia przez plemnik catkowitej
drogi prostoliniowej w stosunku do jego szybkosci na catkowitej drodze krzy-
woliniowej (VSL/VCL);
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* STR (ang. straightness) — udzial (%) szybkosci przebycia przez plemnik catkowitej
drogi prostoliniowej w stosunku do jego Sredniej szybkos$ci na catkowitej drodze
(VSL/VAP);

* MAD (ang. mean angular displacement) — wartos¢ bezwzgledna $redniego kata
wychylenia giowki plemnika poruszajacego si¢ wzdluz drogi krzywoliniowej
wobec drogi prostoliniowe;.
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Rycina. 17. Standardowa ocena parametréw kinematycznych plemnikéw w komputerowo wspo-
maganej analizie nasienia (CASA) (WHO, 2010).

Ocena morfologii plemnikéw

Komputerowo wspomagana ocena morfologii plemnikéw wykonywana jest w pre-
paratach barwionych na szkietkach podstawowych. Zastosowanie maja te same meto-
dy barwienia, ktore wykorzystywane sg w metodzie manualnej.

Wiekszo$¢ systemoéw CASA stosowanych w ocenie morfologii plemnikéw analizu-
je przede wszystkim glowke i wstawke plemnika, pozostawiajac ocene witki diagno-
$cie. Ocena oparta jest o precyzyjne pomiary diugosci i szerokosci gtéwki i wstawki,
ich ksztattu, kata ich polgczenia oraz wielko$ci akrosomu. Oceny witki kazdego plemni-
ka powinien dokona¢ diagnosta i manualnie uzupelnic¢ te dane dla kazdego plemnika,
tak zeby wyliczane wskazniki (indeksy) np. teratozoospermii lub wielokrotnych uszko-
dzen mogty by¢ prawidlowo obliczone. W przeciwnym wypadku komputer przypisuje
domys$lnie wartos¢ 0 dla wad dotyczgcych witki plemnikéw. Najnowsze wersje syste-
mow sg takze w stanie wykrywac i uwzglednia¢ w analizie obecno$¢ wakuoli w giow-
ce plemnika.

UWAGI:

* Komputerowo wspomagana analiza morfologii przyczynia sie do duzego obiek-
tywizmu, precyzji i powtarzalnosci oceny, a takze pozwala na uzyskanie dokiad-
nych pomiaré6w morfometrycznych plemnikéw.

* Na jakos¢ tej analizy moga negatywnie wplynac¢ nieprawidlowos$ci zwigzane
z barwieniem preparatu, ustawieniem ostrosci i $wiatta w mikroskopie oraz
obecne w preparacie inne niz plemniki elementy morfotyczne nakiadajace sie na
gtowke, czy wstawke.
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* Metoda ta jest dos¢ pracochionna i czasochlonna, poniewaz wymaga wykonania
wielu zdje¢ (zwykle na jednym zdjeciu mozna oceni¢ najwyzej kilka plemnikdéw).
Zalecana przez producentow liczba ocenianych plemnikéw wynosi 100, ale zgod-
nie z rekomendacjami WHO powinno sie ocenia¢ 400 plemnikéw.

* Przy niskich koncentracjach plemnikéw zaleca si¢ odwirowanie nasienia (600g,
10 min) i wykonanie rozmazu z zageszczonej prébki, co powinno by¢ odnotowa-
ne na wyniku.

Wspolpraca z laboratoriami satelitarnymi

Niektore systemy CASA umozliwiajg takze zdalng ocene prébek, polegajaca na na-
grywaniu filmoéw i zdje¢ preparatéw z nasienia w jednej placéwce (tzw. satelicie), a na-
stepnie ich przesytanie przez internet do innej placéwki wyposazonej w system CASA,
ktéra je analizuje i generuje wynik. Takie rozwigzanie jest stosowane, poniewaz wypo-
sazenie placowki satelitarnej w czes$¢ systemu CASA, przeznaczong tylko do nagrywa-
nia filmow i zdje¢, jest zdecydowanie tansze niz wyposazenie w caly system, mogacy
dokona¢ peinej analizy i wygenerowa¢ wynik. Wspéipracujace w ten sposob placowki
moga by¢ od siebie znacznie oddalone np. dane nadsytane sg z innych krajéow.

UWAGI:

* Bardzo wazne jest, aby personel osrodkéw satelitarnych miat gruntowne prze-
szkolenie z metod badania nasienia.

* Wazne jest takze, aby material filmowy i zdjecia przesylane do osrodka analizu-
jacego miaty bardzo dobrg jako$¢, poniewaz w momencie ich analizy (po kilku
godzinach lub dniach od oddania nasienia) nie jest juz mozliwy powrét do pier-
wotnego materiatu.

ZALACZNIKI

Zalacznik nr 1
Warto$ci referencyjne dla parametréw nasienia

BADANIE NASIENIA

Parametr Wartosci referencyjne
czas uplynnienia ejakulatu do 60 min
objetos¢ ejakulatu (ml) >1.5
pH 272
catkowita liczba plemnikéw (106 ejakulat) >39
koncentracja plemnikéw (10¢/ ml) >15
catkowity ruch plemnikéw (%) > 40
ruch postepowy plemnikéw (%) > 32
zywe plemniki (%) >58
Plemniki z prawidiowa morfologia (%) >4
leukocyty peroksydazo-dodatnie (10°/ ml) <1
komorki okragie (10°/ ml) <5
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Zatacznik nr 2

Nazewnictwo zaburzen parametréw nasienia

Aspermia

Brak nasienia (brak ejakulacji lub ejakulacja wsteczna)

Asthenozoospermia

Odsetek plemnikéw z ruchem postepowym ponizej warto$ci re-
ferencyjnej

Asthenoteratozoospermia

Odsetek plemnikéw z ruchem postepowym i prawidtowa morfo-
logia ponizej wartosci referencyjnej

Azoospermia

Brak plemnikéw w ejakulacie

Kryptozoospermia

Brak plemnikéw w preparatach bezposrednich, ale stwierdzane
po odwirowaniu ejakulatu

Hemospermia (hemato-
spermia)

Obecnos$¢ erytrocytéw w ejakulacie

Leukospermia (leukocyto-
spermia, pyospermia)

Obecno$¢ leukocytéw w ejakulacie powyzej wartos$ci granicznej

Nekrozoospermia Niski odsetek zywych plemnikéw oraz wysoki plemnikéw nie-
ruchomych w ejakulacie
Normozoospermia Calkowita liczba plemnikéw w ejakulacie oraz odsetek plemni-

kéw z ruchem postepowym i prawidiowg morfologig powyzej
dolnych wartos$ci referencyjnych

Oligoasthenozoospermia

Calkowita liczba plemnikéw w ejakulacie oraz odsetek plemni-
kéw z ruchem postepowym ponizej dolnych wartosci referen-
cyjnych

Oligoasthenoteratozo-
ospermia

Calkowita liczba plemnikéw w ejakulacie oraz odsetek plemni-
kéw z ruchem postepowym i prawidlowa morfologia ponizej
dolnych wartos$ci referencyjnych

Oligoteratozoospermia

Catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie oraz odsetek plemni-
kéw z prawidlowa morfologia ponizej dolnych warto$ci referen-
cyjnych

Oligozoospermia Catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie ponizej dolnych war-
tosci referencyjnych
Teratozoospermia Odsetek plemnikéw z prawidlowa morfologig ponizej dolnych

warto$ci referencyjnych
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Zatacznik nr 3

Wz6r wyniku badania nasienia

Jednostka kierujgca miejscowosé, data
Dane Pacjenta:
Nazwisko i imi¢:
PESEL:
Lekarz kierujacy:
WYNIK BADANIA NSIENIA NR..........
DANE OGOLNE
Liczba dni od ostatniej ejakulacji
Migejsce oddania ejakulatu (laboratorium, z zewnatrz)
Data i czas oddania ejakulatu w laboratorium
Czas dostarczenia ejakulatu z zewnatrz
OCENA MAKROSKOPOWA
BADANE PARAMETRY WYNIK Wartos¢ referencyjna*
Uptynnienie (min) < 60 min
Objetosé (ml) >1,5ml
pH >72
Barwa
Lepkos$¢
OCENA MIKROSKOPOWA
BADANE PARAMETRY WYNIK Wartos¢ referencyjna*
| <10 plemnikéw / aglutynat, wiele wolnych plemnikéw
. Ml 10-50 plemnikéw / aglutynat, obecne wolne plemniki
Aglutynac‘] a (Skala I-IV) m >50 pl’:mnikéw / aglguty:at, pojedyncze wolnpe plemniki
v wszystkie plemniki w aglutynatach, aglutynaty
potaczone
Koncentracja plemnikéw (mln/ml) >15 min/ml
Catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie (mln/ejakulat) >39 min/ejakulat
Ruch postepow % =32 %
POStepowy min/ejakulat >12,5 min/ejakulat
Ruch catkowity (%) >40 %
mln/ejakulat >15,6 mln/ejakulat
Brak ruchu %
] % >58 %
Zywotnos¢ ) .
mln/ejakulat >22,6  mln/ejakulat
% >4%
Plemniki o prawidtowej budowie - -
min/ejakulat >1,6  mln/ejakulat
Koncentracja komorek okragtych (mIn/ml) <5 mln/ml
Koncentracja leukocytow peroksydazo-dodatnich (mln/ml) <1 mln/ml

Uwagi:

Podpis i piecze¢ osoby wykonujacej badanie
*Wartosci referencyjne wg WHO 2010r.
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