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Analyza spermatu, stanovujici presné koncentraci spermii, pohyblivost a morfologii je zdkladnim kamenem pro hodnoceni muzské
fertility. Jak technika odbéru spermatu, tak metody laboratorni analyzy mohou dramaticky ovlivnit vysledky. Analyza spermatu vy-
zaduje specifické technické dovednosti a cvik, stejné jako neustavajici péci o kvalitni hodnoceni. Pokrocilé metody analyzy spermatu
a funk¢ni testy jsou cennymi nastroji pro védecké tcely, ale mohou vyznamné prispét také k 1é¢bé infertilniho paru. Je dulezité podpofrit
pouzivani standardnich postupt, aby mohly byt stanoveny referen¢ni hodnoty. To umozni zlepseni srovnatelnosti vysledkd mezi riznymi
laboratofemi a zlepSeni komunikace mezi laboratornimi profesionaly, kliniky a pacienty.
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Semen analysis

Semen analysis, accurately measuring sperm concentration, motility and morphology, is the cornerstone of male fertility assesment.
Both the technique of semen collection and the methods of laboratory analysis can influence the results dramatically. Semen analysis
requires specific technical skills and training, as well as constant care for quality assurance. Advanced methods of semen analysis and
functional tests are valuable instruments for research purposes, but can substantially contribute to the management of the infertile
couple. Itis important to encourage the use of standard procedures to establish reference values. This will permit improved comparability

of results between laboratories and improved communication between laboratory profesionals, clinicians and patients.
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Pojmy spermiogram a vysetfeni spermatu
(spermatologické vysetieni) se ¢asto zaménuiji.
Nejsou to vsak synonyma. Analyza spermatu
(= spermatologické vysetieni) je definovana
WHO. Spermiogram definovén (standardizovan)
nenf. Proto se pod timto ndzvem mzeme setkat
s velmi odlisnymi soubory dat. U¢elem tohoto
prispévku je podpofit pouzivani postupd, které
umoznujf vytvorit soubory referen¢nich Udajd
pro analyzu spermatu. Tyto postupy mohou zlep-
Sit komparabilitu (srovnatelnost) vysledkd jednot-
livych pracovist a laboratoff, kterd je u nds mala.
DUraz na detaily standardnich postupt zvysuje
preciznost a reprodukovatelnost vysledkd.

Zpravy o poklesu koncentrace spermif
a zvysujicim se vyskytu urogenitélnich posti-
Zeni u muzd a nadorovych onemocnéni varlat
v nékterych oblastech vyvolavaji pozornost
verejnosti. Vysledky studif jsou geograficky
rozdilné, jejich zavery si nékdy protifeci. Dobfe
pripravend metodika laboratorni diagnostiky
s definovanymi vysledky analyz zjednodusuje
komunikaci nejen mezi pracovniky rliznych obo-
rd laboratornich a klinickych, ale také s pacienty,
kteff dostavaji Iépe podané informace.

Jako odpoveéd na rostouci potfebu standardi-
zace spermatologické diagnostiky vydava WHO
opakované pfirucku ,WHO Laboratory Manual
for the Examination of Human Semen and
Sperm-Cervical Mucus Interaction”. Prvni vyda-
ni vyslo v roce 1980, dalsf aktualizovand v r. 1987

a 1992. Posledni revize vysla v roce 1999 (WHO, 4
Edititon, 1999), verze 2010 je nyni v pfiprave.

Spermiogram

Spermiogram je zdkladnim vysetfenim
muzské plodnosti. Aby byly vysledky vysetfe-
ni spermiogramu u jednoho pacienta srovna-
telné, je nutné, aby vysetfeni byla provedena
za stejnych podminek, tedy stejnou metodi-
kou, pfi konstatni dobé pohlavni abstinence
pred vysetfenim. Optimalni je, pokud vysetfent
provadfi lékaf, ktery pacienta pak dale vy3etiuje
klinicky, 1é¢i jej a m& moznost srovnanf stavu
pred a po terapii.

Normadlni sperma je smési spermatozof sus-
pendovanych v sekretech z varlat a nadvarlat,
které jsou smichany se sekretem z prostaty, se-
mennych vackd a bulbouretralnich Zlaz v okamzi-
ku ejakulace. Kone¢nym vysledkem je viskézni te-
kutina nazyvana ejakulat (semeno, sperma).

Analyza spermatu poskytuje esencidlnf in-
formace o stavu fertility daného muze. Je proto
nutné, aby odbér a analyza spermatu byly pro-
vadeény za standardizovanych podminek, aby
vysledky poskytovaly validniinformace. Metody
vysetfen( délime na standardni, specifické a vy-
zkumné (1).

A. Standardni metody (,standard procedures”).
B. Vysetfeni specifickd, ke zjisténi specidlnich

Udajd, nebo v rdmci zvlasté podrobného

vysetfenf (,optional tests”).
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C. Vyzkumna vysetienf (,research tests”).

Standardni metody
vySetieni ejakulatu
Ziskani a transport ejakuldtu

Pacient ma byt jednoznacné poucen o zpU-
sobu odbéru ejakulatu, eventudlné o jeho trans-
portu. Pfed vysetienim je nutna konstantni doba
nékolika dnli bez ejakulace, dle WHO manualu
48 hodin az 7 dnd. Pfi jednotlivych vysetfenich
vsak by tato doba méla byt stejna. Stabilizace (t].
minimalnf vykyvy) parametr spermiogramu na-
stava 3.— 5. den ejakulacniabstinence, tato doba
se jevijako optimalni (2). Je nutno vzorek jedno-
znacné identifikovat, zaznamenat ¢as od posled-
ni ejakulace, dobu odbéru, kompletnost vzorku,
pfipadné problémy pfi ziskani vzorku, interval
mezi odbérem a analyzou.

Vzorek méa byt ziskdn masturbaci, nikoliv pfi
coitus interruptus, aby nemohla uniknout prvni
porce ejakuldtu, nejbohatsi na spermie, mimo
nadobu. Neni mozné pouzit bézné kondomy,
nebot latex pdsobi spermicidné. V zahranici
se proto pro osoby, které odmitaji masturbaci
z religiéznich ¢i moralnich divodd, vyrabi speci-
alni kondomy bez spermicidnich slozek. Nejlepsi
je okamzité zpracovani cerstvého ejakuldtu,
odebraného v laboratofi do ¢isté, sirokohrdlé
sklenice, kterd nemusf byt sterilni, musi vsak byt
prosta jakychkoliv zbytkd dezinfekce a chemi-
kalif. Nadoba ma mit teplotu 20-40°C. Pokud



Obrdzek 1. Analyzédtor spermatu SQA-V Gold
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pacient neni schopen v urcitém ¢asu a prostoru
dosahnout ejakulace, je mozny odbér v doma-

cim prostfedi. Pacient véak musf dostat nadobu,
pisemné pokyny, jak spravné provést odbér a je
nutno mu zddraznit, Ze vzorek musf byt kom-
pletni. Transport ke zpracovani nesmi trvat déle
nez 60 minut. Naddoba musi byt transportovéna
ve tmé, pfi teploté blizké teploté téla (ne méné
nez 20°C, ne vice nez40°C. Je-li motilita spermif
v takto odebraném vzorku snizena, tj. méné nez
25% spermii s rychlou progresi (stupen a) dle

WHO), je nutné vysetfeni cerstvého vzorku. Kini-
cidlnimu vysetfenf je tfeba zpracovat 2 vzor-
ky ejakuldtu, ¢asoveé od sebe vice nez 7 dng,
méné nez 3 tydny vzdalené. Jsou-li hodnoty
v téchto nalezech velmi rozdilné, je nutné treti
vysetreni.

Bezpecné zachéazeni se vzorky

Vzorky ejakuldtu mohou obsahovat choro-
boplodné zarodky (viry hepatitidy B, HIV, herpes
viry, cytomegaloviry), podle toho je nutno s ni-
mi zachézet, aby nedoslo k prenosu infekéniho
agens. Pokud jsou odebirdny vzorky na kultivaci
spermatu, k intrauterinni inseminaci ¢i k in vitro
fertilizaci, je nutno pouZit sterilni odbérové na-
doby a techniky. Zasady bezpecného zachazent
s biologickym materidlem je nutné bezpodmi-
nec¢né dodrzovat.

Makroskopické vysetieni
Zkapalnéni, vzhled ejakulatu

Normalni vzorek je sedavé opalescentni,
homogenni a pfi pokojové teploté obvykle
do 15 minut zkapalni, nejdéle do 60 minut. Delsi
dobu je nutno zaznamenat. Je tfeba zaznamenat
prdhlednost, nebo naopak pfimési cerstvé krve,
hnédavého hematinu (stara krev), vidken hlenu,
Zlutozelenou pfimeés hnisu. Zlutavé zbarveni ma-
Ze byt zplsobeno také uzivanim multivitamind.
V normdalnim vzorku mohou byt gelova zrna,
kterd nezkapalni. Vzorek ma byt vysetien ihned
po zkapalnéni. BEhem zkapalnéni je mozné jem-
né michat spermatem rotaci nadoby. Pokud
nedojde ke zkapalnéni, je tfeba enzymatické
digesce (bromelain 1g/l1). Zkapalnéni je moz-
né napomoci nafedéni kultivacnim médiem ¢i
opakovanym prichodem pipetou. Tyto postupy
mohou ovlivnit motilitu a morfologii spermif a je
Nnutno je zaznamenat.

Objem
Stanoveni objemu se provadi v pipeté, valci,
¢i stifkacce. Norma je 2 az 5ml.

Konzistence (viskozita)

Po zkapalnénihodnotime viskozitu aspiracf
do 5ml pipety, ze které ma sperma volné od-
kapavat. Normalni sperma vytvéii jednoduché
kapky, pfi zvysené viskozité se vytvafi vlakna
délky az 2 cm. Podobné Ize stanovit viskozitu
nabranim vzorku na sklenénou tycinku a sle-
dovanim délky vytvofeného vldkna. Vysokd
viskozita mUze interferovat s motilitou spermif
akoncentracf antispermatickych protiltek. SniZit
viskozitu |ze podobnym postupem jako u nedo-
statecné kolikvace spermatu.

Prehledové ¢ldnky

Hodnota pH

K vySetfeni se pouziva papirek s indikac-
nim rozmezim 6,4-8,0, nebo 6,1-10. Hodnocenf
se provadi 30 sekund po natfeni vzorkem.
NormalIni pH ejakuldtu je 7,2-7,8. Je-li pH vyssi
nez 7,8, je nutno myslet na infekci, je-li pH pfi
azoospermii pod 7,0, mlze to ukazovat na ob-
strukci semenného traktu pfi bilaterdIni konge-
nitdInf absenci vas deferens.

Inicidlni mikroskopické vysetreni

Pfi inicidlnim mikroskopickém vysetteni
vzorku je hodnocena koncentrace spermif, jejich
pohyblivost (motilita), aglutinace spermatozof
a pfitomnost jinych bunéc¢nych elementl nez
spermii. Pro véechna vysetfenf nebarvenych
preparatl cerstvého spermatu je doporucovano
pouziti mikroskopu s fazovym kontrastem. L.ze
uzft také obvyklého svételného mikroskopu,
kdy kondenzator je v nizéi poloze a dochazf tim
k vétsi disperzi svétla.

Pfiprava pro rutinni analyzu spermatu
Objem semene a rozméry kryciho sklicka
je tfeba standardizovat tak, aby analyza byla
provadéna v preparatu o stalé hloubce 20 mi-
krometrd. To umoznuje zhodnoceni koncent-
race spermif tak, aby bylo mozno rozhodnout
o dalsi pfipravé spermatu k podrobnéjsi analyze.
Hloubka mensinez 20 mikrometr mize ome-
zovat rotacnf pohyblivost spermil. Na Cisté pod-
loznf sklicko je umisténo 10 mikrolitr( spermatu
a prekryto krycim sklickem 22 x22mm. Véha
kryciho sklicka rozsifi vzorek spermatu po celé
plose pro optimalIni prehled. Je tfeba vyhnout
se zachyceni vzduchu mezi sklicky a tvorbé bub-
lin. Cerstvé piipraveny vihky preparét je nutno
nechat stabilizovat asi jednu minutu. Pohyblivost
a rychlost pohybu spermii zavisi vyrazné na tep-
loté, je proto nejlépe hodnotit motilitu pfi teploté
37°C. Vysetfen( Ize provést pfi teploté 20-24°C,
ale teplota v laboratofi musf byt standardizova-
na, nebot mudze ovlivnit klasifikaci stupnd po-
hyblivosti spermif. InicidIni vysetienf se provadi
pfi celkovém zvétseni 100x (tj. 10x objektiy,
10x okuldr), které poskytuje prehled o tvorbé
hlenovych vldken, agregaci spermif a rovnomér-
nosti rozsitfeni spermif na skli¢ku. Poté je preparat
vysetfovan pfi celkovém zvétseni 400x.

Pfedbézné stanoveni
koncentrace spermii

U rdznych mikroskopUl je pole pfi 400na-
sobném zvétsen( vétsinou v rozmezi 250-400
mikrometrd, coz odpovida 1 az 2,5 nl pfi hloubce
vzorku 20 mikrometrd. Prdmér zorného pole je

www.urologiepropraxi.cz | 2010; 11(4) | Urologie pro praxi



206 | Prehledové cldnky

mozné zméfit mikrometrem nebo podle mrizky
pocitaci komUrky. Spocitani spermatozoi na plo-
e odpovidajici 1 nl udava pribliznou koncentraci
spermii v milionech na mililitr spermatu. Tento
odhad je pouzivan k rozhodnuti o stupni fedéni
pro presné urceni koncentrace spermif v hemo-
cytometru: méné nez 15 spermatozof: fedénf 1:5,
15-40 spermatozof: fedéni 1:10, 40-200 sper-
matozof: fedéni 1:20, vice nez 200 spermatozof:
redéni 1:50. Pokud se pocet spermif v zornych
polich vyrazné lisi, je to znamkou nehomogenity
vzorku. V tomto pfipadé je tfeba vzorek znovu
peclivé promichat. Nehomogenita vzorku mUze
vychdzet také z abnormalni konzistence ¢i zka-
palnéni vzorku, agregace spermatozoi v mukdz-
nich vldknech ¢i z aglutinace spermatozof. Tyto
abnormality je nutno zaznamenat ve zprave.

Je-li pocet spermatozof nizky (méné néz 1-2
na zorné pole pfi zveétseni 400x), je mozné sta-
novit koncentraci spermii po centrifugaci vzorku.
Mililitr spermatu (nebo takovy objem, jaky je
k dispozici) se centrifuguje pfi 600g po dobu
15 minut. Zndmy objem semindlni plazmy se od-
stranf a zbytek se peclivé promicha a provede
se pocitani spermif, jak je uvedeno vyse. Konecna
koncentrace se upravi dle celkového objemu
centrifugovaného vzorku. Hodnoceni pohyb-
livosti spermif a morfologie mohou byt také
provedeny ve vzorku po centrifugaci. Je-li pocet
spermatozoi maly (1-2/zorné pole), dostacuje
pro klinické ucely stanoveni koncentrace jako
méné nez 2 miliony na mililitr, s pozndmkou,
zda byly ¢i nebyly zachyceny pohyblivé spermie.
Vsechny vzorky, v nichz nebyla zjisténa sperma-
tozoa, maji byt centrifugovany, aby byla zjisténa
pritomnost spermif v sedimentu. Centrifugace
ma probihat pfi vice nez 30009 po dobu 15 mi-
nut. Pokud nejsou ani zde nalezena spermato-
zoa pfi kompletnim a systematickém vysetfeni
resuspendovaného precipitdtu, mé byt vzorek
oznacen jako azoospermie.

Hodnoceni pohyblivosti (motility) spermii

Nejvice pouzivan je jednoduchy systém,
ktery umoznuje stanoveni stupné pohyblivosti
spermii bez slozitého vybaveni. Dalsi metodi-
ky hodnocenf véetné pocitacové analyzy jsou
uvedeny pozdéji.

Khodnoceni pohyblivosti ma byt hodnoce-
no nejméné 5 zornych polf mikroskopu a syste-
maticky méa byt klasifikovano 200 spermatozof.
Pohyblivost je klasifikovdna podle nasledujicich
kritérif:

a) rychlé progresivni motilita = 25 mikrometrd/
sec ¢ivice pfi 37°C, nebo 20 mikrometrd/sec.
¢ivice pfi 20°C. 25 mikrometrd odpovida asi

péti délkam hlavicky nebo poloviné délky
biciku,

b) pomald progresivni motilita (,sluggish” =
jako slimak),

€) nonprogresivni motilita=méné néz 5 mikro-
metrd/sec,

d) imotilnf spermie.

Pocet 200 spermif je opakované hodnocen
na druhém samostatném vzorku 10 mikrolitrd
z téhoz odbéru spermatu a obé zjisténé hodnoty
pohyblivosti se porovnaji. Vétsi rozdily ukazujf
na $patné hodnoceni nebo nedostatec¢nou ho-
mogenitu spermif ve vzorku spermatu. V tomto
pfipadé je tfeba pfipravit dvé nova sklicka a po-
stup cely zopakovat.

Jiné bunécné elementy nezli spermie

V ejakuldtu nachazime vzdy také jiné bunky
nez spermatozoa, které se souhrnné nazyvajf
Jkulaté bunky” (,round cells”). Jsou to epitelidIni
bunky z urogenitélniho traktu, prostatické buriky,
spermatogenni bunky a leukocyty. Vseobecné
nema normalnf ejakuldt obsahovat vice nez 5
milion( kulatych bunék na mililitr.

Leukocyty, hlavné neutrofily jsou pfftomny
ve vétsine ejakulatl. Jejich nadmérné mnozstvi
(leukocytospermia) mUze byt spojeno s infekcf
a Spatnou kvalitou spermatu.

Pokud je koncentrace téchto bunék vyssi nez
1 milion na mililitr, je mozné pouZzit barveni, odli-
sujici peroxyddza — pozitivnf polymorfonuklearni
leukocyty od jinych bunék. Pokud pfesahuje po-
et peroxyddza — pozitivnich bunék koncentraci
1 milion/ml, je nutné mikrobiologické (kultivacni)
vysetieni pro suspektni infekci testikularnich ad-
nex. Toto vysetfeni sestava z vysetieni prvni porce
modi, druhé porce mocdi, exprimované prostatic-
ké tekutiny a porce moci po masazi prostaty (dle
Stameyho). Nepfitomnost leukocytl nevylucuje
moznost infekce akcesornich pohlavnich Zlaz.

Nezralé zarodecné bunky. Kulaté bunky,
které nejsou leukocyty, jsou kulaté spermati-
dy, spermatocyty, spermatogonie a odloupané
epitelidIni buriky. Ty ¢asto degeneruji a tézko
se identifikuji. RGzné typy nezralych zdrodec-
nych bunék obvykle ukazuji na poruchu sperm-
iogeneze. Jejich identifikace je mozna barvenim
dle Bryana-Leishmana. Od leukocytt se odlisujf
cytologickymi charakteristikami, nepfitomnosti
intraceluldrni peroxydézy a leukocytarniho spe-
cifického antigenu. Kulaté spermatidy Ize identi-
fikovat barvenim na pfftomnost akrozomu, napf.
periodickym kyselym Schiffovym barvenim.
Nadmeérné odchazeni nezralych zdrodecnych
bunék z testes je obvykle dtsledkem poskoze-
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né funkce semenotvornych kandlkd pfi hypo-
spermiogenezi, varikokéle, dysfunkci Sertoliho
bunék a je spojeno se snizenou Uspésnosti IVF.
Koncentraci téchto bunék je mozné stanovit
ve vihkém preparétu stejné jako u spermatozof,
za pouziti vhodného hemocytometru.

Aglutinace

Aglutinaci rozumime vzajemné shlukovani
pohyblivych spermif hlavi¢kami, sttednimi ¢ast-
mi ¢i biciky, ¢i smisené (napf. strednimi ¢astmi
s biciky apod.). Pfilepenf spermif na vidkna hlenu,
jiné bunécné elementy ¢i detritus je povazovano
za nespecifickou agregaci a nenf povazovano
za aglutinaci. Aglutinace ukazuje na moznou
imunologickou pficinu infertility, ale nedokazuje
ji. DUlezity je stupen aglutinace. WHO manual
neuvadf toleranci aglutinace v rdmci normy,
starsi prameny (2, 3) tolerovaly aglutinacido 10%
spermatozoi.

Dalsi mikroskopicka vysetieni
Vitalita spermif

Vitalitu spermif ukazuje proporce spermato-
zoi, které jsou zjistény supravitalnim barvenim ne-
bo hypoosmotickym ,swell” testem. Tyto postupy
je tfeba provést, pokud procento nepohyblivych
spermii prevysuje 50%. Zivé spermie Ize stanovit
barvicim technikami zalozenymi na tom, ze mrtvé
bunky s porusenou cytoplazmatickou membra-
nou pfijimajf urcita barviva. Pouziva se bud' eozin
na vlihkém preparatu, nebo kombinace eozinu
anegrozinu na suchém preparatu. Hodnotf se 200
spermif, Zivé jsou nezbarvené, mrtvé zbarvené.
vé, ale imotilnf spermie od mrtvych. Metoda je
kontrolou pfesnosti hodnocenf motility, protoze
procento Zivych spermif ma mirmné prevysovat po-
et pohyblivych spermii. Vétsi zastoupeni Zivych,
ale nepohyblivych spermif ukazuje na strukturaini
defekty bicik spermif.

Hodnoceni koncentrace spermii
Koncentrace spermii ma byt stanovena po-
moci hemocytometru ve dvou oddélenych pre-
paratech z téhoz vzorku semene (kazdy na jedné
strané pocitaci komrky). Redéni je stanoveno
z pfedbézného hodnoceni koncentrace (1:5, 1:10,
1:20, 1:50). Napr. fedénf 1:20 se provadi fedénim 5
mikrolitrli zkapalnéného spermatu v 95 mikroli-
trech fediciho roztoku. Diluens je pfipravovano
pridanim 50 g natrium bikarbonatua 10 mI 35%
formalinu, nebo 0,25 g trypanové modfi (Colour
Index C. I. 23850) nebo 5ml saturované vodné
gencidnové violeti do celkového mnozstvi 1 litru
destilované vody. Barviva neni nutné pfidavat,



pokud je pouzivan mikroskop s fazovym kon-
trastem.

Pipety na pocitani leukocytl a automatické
pipety pracujici na principu odsavani vzduchu
nejsou dosti presné pro volumometrickou dilu-
ci spermatu. Maji byt uzivény pipety s pozitiv-
nim typem posunu sloupce tekutiny.

Kryci sklicko je tfeba pfipevnit na komur-
ku hemocytometru (Neubauerova, Burkerova
¢i Thomova komurka). WHO manudl zminuje
zlepSenou Neubauerovu komdarku. Pipetou
se prendsi asi 10 mikrolitrd peclivé promicha-
ného redéného vzorku spermatu, ke kazdé he-
mocytometrické mffzce komdrky (= 2 vzorky).
Koncem pipety se pfenese objem vzorku k okraji
kryciho sklicka, komUrka se nechd naplnit ka-
pildrnim sanim. KomUrka se nesmf preplnit ¢i
dostatecné nenaplnit, kryci sklicko se nesmfi po-
hybovat. Hemocytometr se poté necha asi pét
minut stat ve vihkém prostfedi, aby nedochazelo
k jeho vysychdani. Buriky béhem této doby se-
dimentujf a Ize je dobre pocitat, optimalné pfi
zvétseni 200-400nasobném. Pocitaji se kom-
pletnf spermatozoa = hlavicky s biciky. Defektni
spermatozoa bez bi¢ikd nebo samostatné biciky
se pocitajl a zaznamendvaji oddélené. Pocitajf
se spermatozoa v urcitém poctu ctvercd daném
stupném fedéni vzorku a konstrukci hemocyto-
metru. Pocitani se provadi dvakrat, aby byla re-
dukovana pravdépodobnost chyby. Vétsi rozdily
ukazuji na chybu v fedéni vzorku, nespravny po-
stup pfi pocitani, nebo nerovnomerné rozdélenf
spermatozof v fedéném vzorku spermatu. Pokud
jsou vyrazné rozdily vysledk(, je tfeba pfipravit
dva Cerstvé fedéné vzorky spermatu a pocitat
znovu. Pro pocitanf spermif existuji také specialni
komUrky: Maklerova komdrka a Microcell. Tyto
komUrky mohou byt pouZity bez fedénf vzorky,
pficemz mUze byt preciznost a pfesnost pocitanf
oproti hemocytometrickému postupu mensi.

Hodnoceni morfologie spermii

Morfologické variabilita spermatozof zp(-
sobuje obtiZznost hodnocent jejich morfologie.
Pozorovanim spermatozof ziskanych z zenského
reprodukéniho traktu (zejm. pfi postkoitalnim
vysetrenf cervikdniho hlenu) ¢i z povrchu zéna
pellucida napomohla k definici morfologicky
normalnfho spermatozoa.

Priprava stérl: z Cerstvého vzorku spermatu
majf byt vysetfeny nejméné dva stéry kvili dvo-
jimu hodnoceni v pfipadé problém s barvenim
preparatl. Vysetfeni morfologickych charakte-
ristik spermatozof je v komplexnim vysetfen{
vzorku spermatu stejné dlleZité jako vysetfeni
poctu a pohyblivosti spermif.

Barveni prepardtu

WHO manudl (1) doporucuje barveni podle
Papanicolaua modifikované pro spermie, které
poskytuje dobré zbarveni spermii i ostatnich
bunék ve spermatu. Umozruje nabarvenf akro-
zomalni a postakrozomalnf oblasti hlavicky, cy-
toplazmatické kapky (,droplets”) krcku a bic¢iku.
Barven( podle Shorra poskytuje podobné vy-
sledky jako metoda dle Papanicolaua pro mor-
fologicky normélni spermie. V nékterych labora-
torich se pouzivaji rychlé barvici metodiky napf.
Diff-Quik (3). Pfi pouziti této techniky se hlavicka
spermie jevi vétsi nezZ pfi klasickém postupu.
U v3ech barveni se hlavicka barvi slabé modre,
v akrozomalni a postakrozomalni oblasti tmavé
modre, kréek nacervenale, bi¢ik také modre i
nacervenale. Cytoplazmatické kapky v oblasti
za hlavickou a v krcku se barvi pfi metodé dle
Papanicolaua zelené. Technologie je v bodech
podrobné popsana v manudlu. Existuji i pfed-
barvend sklicka podlozni a krycf.

Ucelné morfologické zhodnoceni barveného
preparatu je mozné i po obarveni stéru na vitalitu
eozinem — negrozinem. Vyhodou je moznost
stanoveni procenta zivych spermif s normalnf
morfologif, nevyhodou je to, Ze neni mozna kla-
sifikace zarodecnych bunék a leukocytd.

Klasifikace morfologie spermii

Hlavicky barvenych spermatozof jsou o né-
co mensi nezli hlavicky zivych spermif. Pokud
hodnotime morfologickou normalitu sperma-
tozoa, maji byt uzivana striktnf kritéria podle
Menkvelda (1990), normalni musf byt hlavicka,
kreek, strednf ¢ast i bicik spermie. Hlavicka ma
byt ovalného obrysu, délky 4,0-5,0 mikrometrd
a $ife 2,5-3,5 mikrometru. Pomér délky k sitce
ma byt 1,5 az 1,75. Hodnocenf délky a sitky Ize
provést mikrometrem okuldru. Ma byt dobfe
definovéna akrozomdlni oblast, predstavujici
40-70% oblasti hlavicky spermatozoa. Stifedni
Cast ma byt 5tihla, méné nez 1 mikrometr site,
asi jeden a pulkrat delsi nez hlavicka, napojena
ma byt na hlavicku axidlné. Cytoplazmatické
kapky nemaji zabirat vice nez polovinu velikosti
normalni hlavicky. Bi¢ik méa byt rovny, uniform-
ni, tenci nez strednf ¢ast, nestoceny, délky asi 45
mikrometrU. Tato klasifikace vyzaduje vyloucent
vsech hrani¢nich (,borderline”) forem spermii,
které jsou povazovany za abnormalni — Kruger,
Menkveld. Pri uziti téchto klasifika¢nich kritérif
byla prokdzéna prediktivni hodnota nélezu mor-
fologie spermif pro fertilizaci in vitro.

Ackoliv morfologické hodnoceni bere v Gva-
hu funkéni oblasti spermatozoa, nenf rutinné
povazovano za nutné rozliSovat vsechny variace
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velikosti a tvaru hlavicek, stfednich ¢asti a bicikd.

Majf byt zaznamenany tyto kategorie defektd:

a) defekty hlavicek: velké, malé, kuzelovité,
hruskovité (pyriformni), kulaté, amorfni,
vakuolizované (vice nez 20% hlavicky vypl-
néno nezabarvenymi vakuolami), hlavi¢ky
s malymi akrozomalnimi oblastmi (ménée
nez 40 % oblasti hlavicky), zdvojené hlavicky
a kombinace vyse uvedenych defektd,

b) defekty kreku a stfedni ¢asti: zahnuty (,bent”)
krcek, kdy krcek a bicik vytvareji Uhel vétsi
nez 90° k dlouhé ose hlavicky, asymetrické
napojeni stfedni ¢asti na hlavicku, ztlustéla
anepravidelna stfednf ¢ast, abnormalné ten-
k& stfedni ¢ast (vs. bez mitochondrif) nebo
vzajemné kombinace,

) defekty biciku: kratky, mnohocetny, viasen-
kovity, zlomeny, zahnuty vice nez 0 90°, ne-
rovnomeérné siroky, stoceny nebo vzajemné
kombinace,

d) cytoplazmatické kapky vétsi nezli polovina
oblasti normélni hlavicky spermatozoa.

Do diferencidlniho hodnoceni spermatozoi
jsou zahrnovana jen bezpecné rozpoznatelna
spermatozoa. Nezralé bunky véetné kulatych
spermatid, samostatné ¢i ulomené hlavicky ne-
jsou pocitany, jsou zaznamendany zvIast. Sto¢ené
bic¢iky mohou byt spojeny s nizkou pohyblivosti
a mohou ukazovat na expozici spermif hypoos-
motickému stresu. Nékdy maji cetné spermie
specificky strukturdini defekt vznikajici pfi po-
ruse vyvoje akrozomu, ktery zpUsobuje vyvoj
malé kulaté hlavicky — globozoospermie. Pokud
se najdou samostatné biciky bez hlavicek, je
nutné je zaznamenat zvlasté, nebot mohou byt
dlsledkem poruchy vyvoje bazalni ploténky,
kterd se napojuje na opacné strané akrozomu.
Hlavicky jsou poté absorbovany a zlstavaji sa-
mostatné biciky.

Z kazdého stéru méa byt odecteno nejméné
200 spermif pfi zvétseni 10001 250ndsobném,
okular 10ndsobny, pod olejovou imerzi v pec-
livé pfipraveném svétlém poli koherentniho
osvétleni. Mnoho morfologicky abnormalnich
spermif vykazuje mnohocetné defekty, idedIni
diferencidlné morfologické hodnoceni by mélo
byt multiparametrové, oproti starsimu zpdso-
bu popisu, kdy prioritu mél ,majoritni” defekt
s asumpci vetsi dileZitosti hlavicky vzhledem
ku stfednf ¢asti a stfedni ¢asti ku bic¢iku.

Testy na spermatické protilatky

Vazba spermatickych protilatek na sper-
mie je typicka a specificka pro imunologicky
podminénou infertilitu. Spermatické protildtky
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v ejakuldtu se tykaji témér vylucné dvou tfid
imunoglobulint:1gG a IgA. Vétsi klinicky vyznam
majf IgA protilatky. IgM protilatky se ve spermatu
nachézeji ztidka pro vetsi objem molekul. Testy
na IgA a IgG protilatky se provadi v cerstvém
vzorku spermatu, bud’ ,immunobead” testem
(IBT) nebo smisenou antiglobulinovou reakcf
(,mixed antiglobulin reaction” — MAR). Aby ty-
to testy byly validni, musf byt k dispozici alespor
200 spermii. Vysledek IBT a MAR testu nemusf byt
vzdy ve vzdjemném souladu. IBT koreluje dobre
s imobilizacnimi testy v séru. Jsou-li tyto testy
pozitivni, maji byt provedena dalsf dodatecna
vysetieni: kontaktni test sperma-cervikélnf hlen,
kapilarni test sperma-cervikalni hlen.

Immunobead test

Timto testem lze prokézat protilatky na povr-
chu spermif. Immunobeads jsou kulicky z poly-
akrylu, které vazZi kovalentné antihumanni kralici
imunoglobulin. V tomto testu Ize stanovit sou-
¢asné podil IgG a IgA. Spermatozoa jsou opako-
vanym centrifugovanim oddélena od seminalni
plazmy a resuspendovana v naraznikovém roz-
toku. Suspenze spermif je smichana s immuno-
beadsuspenzi, reakce je sledovéna v mikrosko-
pu s fazovym kontrastem pod 400ndsobnym
zvétsenim. Beéhem pohybu spermif prostfedim
suspenze dochazi u spermii s povrchovymi pro-
tildtkami k navazanf na immunobeads. Spocita
se podil spermif s povrchovymi protildtkami.
Pomoci dvou rliznych immunobeads Ize rozli-
sit tiidy IgA a IgG.

MAR test

Cerstvy ejakulat je smichan s latexovymi
¢asticemi nebo oveimi erytrocyty, zna¢enymi
IgA nebo IgG. Pridanim imunospecifického,
proti lidskym proteintm cileného IgG antiséra
se vytvareji smisené aglutinace mezi ¢asticemi
a pohyblivymi spermiemi jako dtkaz navazani
IgG protildtek na spermie. Diagnéza imunolo-
gické infertility je pravdépodobnd, pokud 50
nebo vice procent pohyblivych spermii na-
vdZe tyto Castice, ale diagndza mé byt potvr-
zena testy interakce spermatu a cervikdiniho
hlenu.

Vysetieni specificka, ke zjisténi
specialnich udaji, nebo v ramci
zvlasté podrobného vysetieni
(,optional tests”)

Tato vysetfeni nejsou obvykle doporuco-
vana jako rutinni souc¢ast analyzy spermatu, ale
mohou byt klinicky vyznamna.

Vypocet indexl
mnohocetnych defektl spermii
Morfologicky abnormélini spermie maji ¢asto
mnohocetné defekty. Dfive se za majoritni pova-
zovaly defekty hlavicky, nyni se pouzivaji indexy,
kdy pocet defektl je délen poctem defektich
spermii = index teratozoospermie (TZI) nebo
index mnohocetnych anomalil (MAI). Pocet de-
fektd déleny celkovym poctem spermatozof
se nazyva sperm deformity index (SDI). Tyto
indexy jsou prediktory funkci spermif in vitro
i in vivo. Manudlnf zpracovévani téchto dat je
znacné casove narocné, velmi dokonale a rychle
je zvladaji analyzatory spermatu, o kterych bude
pojednano v dalsim textu.

Hypo-osmoticky ,swelling” test (HOS)

Jednoduchy test je zaloZen na semipermea-
bilité intaktni bunécné membrany, kterd zplso-
buje vnikéni vody do bunky a expanzi objemu
bunky pfi vystaveni buriky hypoosmotickym
podminkam. Test je uzivan jako aditivni test vita-
lity spermatozof. Jednoduse se odecitd a podava
informaci o integrité a compliance bunécné
membrany biciku spermif.

Kultivace ejakulatu

Kultivace semindIni plazmy je moznd na ae-
robniianaerobni mikroorganizmy. Odbér je tre-
ba zvI&st peclivé pripravit. Od posledni ejakulace
ma byt pfestavka 5-7 dn. Pacient se pfed odbé-
rem vymocdi, ruce a penis umyje diikladné vodou
a mydlem, k osuseni pouzije ¢isty ru¢nik. Nddoba
na ejakulat musi byt sterilni. Cas mezi odbérem
a zactkem zpracovani v mikrobiologické labora-
tofi nema prekrocit 3 hodiny. Pozitivn{ kultivace
spermatu sveédci zejména pro infekci prostaty.
ViySetfent je indikovéno pifi klinickych potizich,
ukazujicich na infekci ¢i pfi vyskytu leukocytd
v ejakuldtu ve vétsim mnozstvinez 1 milion/ml.
Viysledky je nutno interpretovat opatrné a po-
rovnat je s vysledky kultivace segmentovaného
odbéru moci dle Stameyho (prvni porce moci,
stfednf proud, exprimat z prostaty po masazi,
prvni porce moci po masazi prostaty).

K vysetieni ejakuldtu patfi i biochemicka
vysetfeni semindlni plazmy.

Biochemicka analyza seminalni plazmy
K vysetfeni funkce pfidatnych pohlavnich

Zlaz existujf rdzné biologické markery:

B pro prostatu — kyselina citronovd, zinek,
gama-glutamyl-transpeptidaza, kyseld fos-
fataza,

B pro semenné vacky - fruktdza a prostaglan-
diny,
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B pro nadvarlata - volny L karnitin, glycerolfos-
focholin a neutrdlni alfa-glukozidaza.

Nizsi celkova produkce specifického markeru
ukazuje na nizsi sekretorickou funkci, kterd maze
souviset s infekci ZIdzy. Sperma muz(i s oboustran-
nou agenezi vas deferens je charakterizovano niz-
kou hladinou fruktdzy, nizkym objemem, nizkym
pH a chybénim typického ¢ichového viemu.

Sekretoricka kapacita prostaty
Biochemickym méfitkem prostatické sekre-
ce jsou koncentrace zinku a kyseliny citronové
v ejakulatu. Dobfe koreluji s koncentraci kyselé
fosfatdzy, kterd se pro zjednoduseni nékdy ne-
stanovuje. Normalni hladina zinku v ejakulétu je
2,4 avice mikromol na ejakulat, u kyseliny citro-
nové je norma 52 a vice mikromol na ejakuldt.

Sekretoricka kapacita semennych vackt

Tuto funkci odrdzi koncentrace fruktézy, kte-
rd je normalné 13 a vice mikromol na ejakulat.
Stanoveni fruktézy je dalezité u azoospermie,
kdy jeji nizkd hladina mdze ukazovat na konge-
nitalni vyvojovou vadu semennych vackd nebo
chdmovodd.

Sekretoricka kapacita nadvarlat

Stanoveni volného L karnitinu a neutrdlni
alfa glukosidazy jsou uzivany klinicky jako epi-
didymalni markery. V seminalni plazmé jsou dvé
izoformy alfa glukosidazy — jedna, neutrainf —
pochdzi pouze z nadvarlete a druhd — kysel3,
pochdzi hlavné z prostaty. Stanoveni neutralnf
aflaglukosidazy je specifi¢téjsi a senzitivnéjsf
pro onemocnéni epididymis neZli stanovenf L
karnitinu a glycerolfosfocholinu.

Spermatozoa

Biochemicka analyza mé souvislost i se sper-
matozoi, ale klinicky vyznam nenf pfesné stano-
ven, je nutno jej dalsimi vyzkumy upfesnit. Patff
mezi né stanoven( izoenzymu laktatdehydro-
gendzy LDH - C4, ktery se uvoliuje pfi smrti
spermie, je tedy markerem integrity spermi.
Se ztrdtou integrity spermif souvisi také hladina
glutamét-oxalacetat transamindzy. Data tykajicf
se markerd integrity spermatozif jsou uvedena
ve 3.vydanfWHO manudlu zr. 1992, ve 4. vydani
z1.1999 chybi.

Zona-free hamster ooctyte test

Spojeni spermatozoa a oocytu u kieckd je
stejné jako u lidi, nebot fuze s membrana vitellina
0oCytu je iniciovana plazmatickou membranou
preklenujici ekvatoridlni segment a akrozomalnf



reakc lidského spermatozoa. Test se lisi od fy-
ziologickeé situace tim, Ze chybi zona pellucida.
Viysledek testu zavisi na vyskytu spontadnnf akro-
zomalni reakce v populaci spermatozoi inkubova-
nych delsi dobu in vitro. Byly ¢astéji zaznamenany
vysledky nespravné negativni, kdy spermie muze
neobstaly v testu s kieceimi vajicky a oplodnily
lidské vajicko in vitro iin vivo. Intraceluldrni signaly
iniciujici akrozomalni rekci po interakci spermie —
zona pellucida jsou pritok kalcia a cytoplazma-
ticka alkalizace. Oboji Ize generovat artificidlné
bivalentnim kationovym ionoforem.

Pocitacova analyza spermatu — CASA
(,Computer Aided Sperm Analysis”)

Pouziti pocitatové analyzy spermatu ma
prinést dvé hlavni vyhody oproti manudlnimu
pocitani: vysokou presnost a kvantitativni data
kinetiky spermif. Pfi pouZitf spravnych postupt je
mozné ziskavat spolehlivé a opakovatelné vysled-
ky. Viysledky postupd CASA jsou ovliviiovany fa-
dou faktorU: pripravou vzorkd, koncentraci spermif
ajejich usporadanim. V roce 1996 vydala European
Society for Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) guidelines pro pouzivani CASA.

Pri spravném uzivani pristrojd a pfiprave
vzorkd mohou byt pocitacové metodiky pou-
Zivany k rutinni diagnostice pfi monitoraci kon-
centrace a procenta progresivné pohyblivych
spermif. Kdosazeni a udrzenf vysokého standar-
du je tfeba dodrZovat striktnf postupy kontroly
kvality. PGvodné nebyly pocitacové postupy
ESHRE doporuceny k zjistovani koncentrace
spermii pro obtiznou diferenciaci spermatozof
a bunécného detritu. Pokrocilé technologie nynf
umoznujf odlisit detritus a koncentraci spermif
Ize pfesné odecitat. Podle nékterych studif je
CASA hodnocen( v signifikantnf relaci k poméru
fertilizace in vitro a in vivo (4).

Pracnost a ¢asova naro¢nost manudlniho
zpracovani ejakuldtu vede k vyvoji analyzator(
spermatu, které v soucasné dobé spojuji moznosti
digitalizace (s moznosti pocitatového zpracovani)
avizualizace spermif (kontrola ndlezu okem vysetfu-
jictho). Vizualizovany zdznam lze snadno prevést
do digitdlni podoby a uchovat jej spolu s ¢iselnymi
Udaji ve formé pocitacového souboru, takto jej
archivovat a kdykoli srovnat s novymi daty.

Béhem poslednich 15 let byla vyvinuta jiz
4. generace analyzétorQ, pfikladem mdze byt
Sperm Quality Analyzer SQA-Vision Gold izra-
elské firmy MES.

Kombinuje elektro-optické a computerové
algoritmy a videomikroskopii, pficemz precizni
vysledky jsou hotovy béhem 75 sekund. Je doda-
van se software, ktery umoznuje vyse uvedenou

digitalizaci a archivaci dat. Software vytvofi zpra-
vu o vysetfent, ke které pfifadi obrazek ¢i video-
sekvenci z videomikroskopu. Analyzétor pocita
koncentraci spermif, pohyblivost dle stupnl a-b-
c-d, % morfologicky normalnich spermif a dalsi
parametry. Neni nutné fedénf vzorku, je moznost
pouZzit vzorek o objemu 0,25 ml ¢i jen 20 mi-
krolitrd. Je mozné vysetfovat cerstvy, ,washed”,
i rozmrazeny vzorek spermatu. Zvlastni moz-
nostf je vysetreni vzorku po vazektomii. Pristroj
se pred kazdym pouzitim automaticky testuje
a kalibruje, ¢imz zarucuje striktni kritéria kvali-
ty vysetieni. Opticka vizualizace mikroskopu je
se zvétsenim 200-500ndsobnym (viz obrazova
ptiloha), vizualizacni systém funguje s testova-
ci kapildrou nebo se standardnim podloznim
sklickem. Videomikroskop umozriuje uchovanf
statického zdznamu nebo pohyblivé sekvence
v digitaIni podobé. Archivace je uzite¢na pro
porovnavani a hodnocenf vyvoje nélezd u pa-
cienta v ¢asovém odstupu. Staticky digitalnf za-
znam je mozné upravit barevnym pocitacovym
postprocessingem, ktery nenahrazuje barven,
presto vyrazné usnadnuje hodnoceni morfolo-
gie spermii. Testovaci kapildry a dalsi spotiebnf
material je na jedno pouziti. Pfistroj je velmi
cennym pomocnikem, nevyhodou je jeho cena
cca 500000K¢ a vysoké nédklady na spotfebni
material na jednordzové pouziti.

Vyzkumna vysetieni
(»research tests”)

Z vyzkumnych postupt byly vybrany ty,
které maji moznosti klinické aplikace:

Funkéni testy spermii
»~Reactive oxygen species = ROS”
a muzska infertilita

Nadmérna tvorba ROS a jejich vysoka kon-
centrace v cytoplazmatickych enzymech (napf.
kreatinfosfokindza) mohou odrazet vyskyt ab-
normalnich spermatozoi nebo nezralych sper-
matozoi s nadmérnym mnozstvim cytoplazmy
retinovanym ve stfednf ¢asti spermie. ROS jsou
metabolity kysliku, zahrnujf superoxidovy anion,
peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, hydroxyper-
oxylovy radikdl a oxid dusny. Jsou-li pfitomny
v nadmérném mnozstvi, mohou iniciovat pato-
logické postizenfindukcf oxidativniho poskozenf
bunécnych lipidd, proteint a DNA. Vétsina bu-
nék je vybavena bud enzymatickymi antioxidac-
nimi systémy (superoxid dismutéza, glutation
peroxidaza, kataldza), nebo nonenzymatickymi
antioxidacnimi systémy (kyselina mocova, vita-
min C, vitamin E). Jsou-li pfekondny tyto obranné
mechanizmy, je poskozovéana funkce bunky.
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V lidském ejakuldtu jsou ROS produkovany
spermatozoi a leukocyty. Antioxida¢ni scaven-
gery a enzymy seminalni plazmy mohou byt
u nékterych pacientl nedostatecné. Odstranént
semindlni plazmy pfi pfipravé spermatu k asi-
stované reprodukci maze zvysit vulnerabilitu
spermif k oxidativnimu poskozent. Asi 40 % muzd
prichazejicich s infertilitou a 97 % muz{ po po-
ranéni michy ma detekovatelné hladiny ROS
ve spermatu. Produkci ROS Ize mérit chemilu-
miniscencnimi postupy.

»Human zona pellucida binding tests”
Proces vazby spermatozoa na zéna pellucida
iniciuje akrozomalnf reakci, uvolnéni lytickych
akrozomalnich komponent a penetraci sperma-
tozoa matrix zony. K vysetfeni téchto jevi Ize uzit
neziva, nefertilizovatelna lidska vajicka, ziskana
z ovarif po operacnich vykonech. Testy jsou
omezeny dostupnosti humannich oocytd.

Hodnoceni akrozomalni reakce

Hodnoceni stavu akrozomu po indukci akro-
zomalni reakce kalciovym ionoforem identifikuje
dysfunkéni akrozomalni reakci. Pro hodnocenti
stavu akrozomu je fada barvicich metod, vyuZi-
vajicich svételné nebo fluorescenéni mikrosko-
pie. Mikroskopie a priitokové cytometrie Ize uzit
k hodnoceni akrozomu fluorescentné znacenym
lecitinem (,pea agglutinin“) a monoklonalnimi
protildtkami.

Fyziologickd akrozomalni reakce se dosta-
vuje na zona pellucida po vazbé spermatozoa.
Viyvoj validnich bioeseji pro hodnocenf akrozo-
malni reakce spermatozoi, kterd fertilizuji vajicka
je obtizny. Kalciové ionofory nebo progesteron
mohou byt uzivany k hodnoceni kapacitované-
ho spermatozoa k iniciaci normalni akrozomalnf
reakce. Klinickou relevanci uvedenych metodik
je nutno stanovit.

Computer-aided sperm
analysis: morfologie spermii

Nékolik studif ukazalo, Ze hodnoceni mor-
fologie spermii pomoci pocitacovych metod
poskytuje klinicky uzite¢né informace. Nékteré
CASA piristroje poskytuji moznosti hodnoce-
ni morfologie spermii, ale mélokdy jsou plné
automatizované (soucasna optickd kontrola
vysetfujicim). Pfi pIné automatizované analy-
ze je nékdy problém s odlisenim spermatozof
od bunéc¢ného detritu.

~Swim-up” technika
Separace lidskych spermatozoi ze seminalnf
plazmy tak, aby konecny preparat obsahoval
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Prehledové cldnky

vysoké procento morfologicky normélnich a po-

hyblivych spermatozof, bez detritu a mrtvych

spermif, je dlleZitd pro fadu teraputickych a di-

agnostickych technik v klinické andrologii. Lze

pouzit fadu metod, ale uzivaji se hlavné dvé:

B spermie jsou selektovany na zdkladé své
schopnosti plavat, proto se technika nazy-
va ,swim-up” (SU). Pfed SU nema byt pro-
vadéna centrifugace vzorku, aby nedoslo
k poskozeni membran spermif a k produkci
ROS. Piimy swim-up ze spermatu je prefero-
vanou technikou pro separaci pohyblivych
spermatozol. Technika je provadéna navrst-
venim kultiva¢niho média pres zkapalnéné
sperma. Pohyblivd spermatozoa vyplavou
do kultiva¢niho média.

B druhd metoda spocivé v selekci spermif podle
jejich gradientu denzity. Nejrozsitenéjsi je jed-
noducha dvoustupriova preparace. Obecné
|ze Fici, ze piima swim-up technika je pouziva-
na, kdyz se vzorek spermatu zda byt normalini.
Pro sperma suboptimalnich charakteristik
jsou obvykle preferovany jiné techniky.

MUZe byt nutné vybrat techniku preparace
spermif podle individualniho vzorku spermatu.
Ueinnost rliznych technik je obvykle vyjadiova-
na jako absolutni ¢islo nebo relativni podil mor-
fologicky normélnich, pohyblivych spermatozof.
V nékterych pfipadech mdze byt stanovena
funkeni kapacita spermif (napf. u ,zona-free ham-
ster oocyte” testu) a podle toho je identifikovana
nejvhodnéjsi metoda preparace.

V klinickych studiich byly studovény vyhody
a nevyhody techniky Percoll. Tato technika byla
nynf vyjmuta z technik separace spermatozof
v humannf klinické mediciné a je vyuzivédna
jen k vyzkumnym uceldm. Jsou viak dostup-
né jiné techniky s podobnym efektem, napf.
,glass woll columns”, kteréd je stejné efektivni jako
Percoll gradienty pro spermatozoa ze vzorkd
spermatu suboptimalnich charakteristik.

Rozsah vysetfeni, uvedeny v poslednim vydanf
WHO laboratorniho manualu pro vysetfenflidského
semene a interakce spermatu a cervikalniho hlenu
(4™ Edition, 1999, Cambridge University Press) je
relativné Siroky. V rdmci, oznacovaném WHO jako
standard, ma vétsina ceskych pracovist znatelny
deficit. Je nutno pouzivat protokoly, které maji
praktickou ndvaznost na vysetfeni klinické, hormo-
nalnf a na zobrazovaci metody a terapii (5).

Protokol WHO

k vysetieni ejakulatu
Identifika¢ni data pacienta
m  Datum vysetfent:

B Doba karence pfed vysetfenim (dny):

m Casovy interval mezi ejakulaci a zacatkem
analyzy spermatu (minuty):

m \Vzhled ejakuldtu: 1 — normélni 2 — abnor-

malni

Zkapalnéni: 1 = normalni 2 — abnormalnf

Konzistence: 1 — normalni 2 — abmormalnf

Objem (ml):

pH:

Motilita (200 spermif):

a) rychla progresivni motilita:

b) pomald progresivni motilita:
c) nonprogresivni motilita:

d) imotilni spermie:

Vitalita (% zZivych spermif):
Koncentrace: (10°/ml)
Morfologie:

Hlavicky:
= 9% normalnich -
= 9% velkych ovalnych —
= 9 malych ovalnych -
= 9% kuzelovitych —
= % kapkovitych —
= 9% zdvojenych hlavicek —
= % amorfnich -
= 9 kulatych —
= 9% Spendlikovitych -
B Stiedni ¢ast:
= 9% normalnich —
= 9% abnormadlnich -
= 9% cytoplazmatickych kapek —
m  Bicik:
= 9% normalnich —
= 9 abnormélnich —
Leukocyty (10%/ml): peroxydaza pozitivni
Jiné bunky (105/ml): peroxydaza negativnf
Aglutinace: 1 — 7adna 2 - zjisténa
MAR test (% s navazanymi ¢asticemi):
Immunobead test — % s navazanymi IgG:
% s navazanymi IgA:

Referencni hodnoty

dle WHO manudlu 1999

®  Objem: 2,0ml ¢ivice

pH: 7.2-78

Koncentrace spermif: 20 X 10%/ml ¢i vice
Celkovy pocet spermii: 40 x 10%/ml ¢i vice

Motilita: 50 nebo vice % spermif s progresiv-

ni motilitou = kategorie a) + b)

B 25 nebo vice % kategorie a) béhem prvnich
60 minut od ziskanf ejakulatu.

®  Morfologie: 15 a vice % spermii normalni
stavby.

B Podil Zivych spermif: 50 a vice % vitalnich
spermil, které nepfijimaji barvivo.

B | eukocyty: méné nez 1x10%/ml.
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Biochemické hodnoty

Zinek (celkovy): 2,4 mikromol na ejakuldt
¢ivice

B Kyselina citronové (celkova): 52 mikromol
(10mg@) na ejakulat ¢i vice

B Fruktdza (celkovd): 13 mikromol na ejakulat
divice

B MAR - test: méné nez 50 % spermatozoi
S navazanymi casticemi

B Immunobead test: méné nez 50 % sperma-
tozof s navédzanymi kulickami (beads).

Nomenklatura parametrl ejakulatu

B Normozoospermia: normalni ejakuldt podle
vyse popsanych parametrd.

m  QOligozoospermia: koncentrace spermii nizsi
nez 20x10%/ml.

B Asthenozoospermia: méné nez 50% sper-
mil s progresivni motilitou kategorie a) + b),
nebo méné nez 25% spermif s motilitou
kategorie a).

B Teratozoospermia: méne nez 15% spermif
s normalni morfologif.

m  QOligoastenoteratozoospermia: kombinace
vdech tff vyse uvedenych postizen.

m  Castéjsi je kombinace snizené motility a kon-
centrace - oligoastenozoospermia.

B Azoospermia: v ejakuldtu nejsou pritomny
7adné spermie.

B Aspermia: nenf zadny ejakulat.
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