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THE ONLY PRESENCE OF SPERM IN URINE DOES NOT IMPLY
RETROGRADE EJACULATION

J. L Ariagno, G. R. Mendeluk, WI. N. Pugliese, S. L. M. Sardi, C. Acuna,
H. E. H. Repetto, and S. V1. Curi 1 Depertamenito de Bioguvinicea Clinice,

retroejaculation index (RIl)=

Idrardaki toplam sperm / (semendeki toplam
sperm+idrardaki toplam sperm)

* According to NCCLS guidelines the 2.5th and

the 97.5th percentiles from the control group
define the reference limits.

* Considering the 97.5th percentile,
retroejaculators are those patients where the



Fluid Fractions

Urethral glands (2-5%) are very small mucus
secreting glands.

Prostate: Approximately 20% to 30% of the semen
volume 1s acidic fluid produced by the prostate gland,
the secretion contains acid phosphatase and
proteolytic enzymes that act on the fluid from the
seminal vesicles, resulting in the coagulation and
liquefaction of the semen.



Seminal vesicles (produce about 46-80 % of the fluid
volume of semen) viscous, yellowish secretion 1s rich
in fructose, vitamin C, prostaglandin, and other
substances, which nourish and activate the sperm
passing through the tract.

Testis & Epididymis: (5%) Spermatozoa are
produced 1n the testis under the influence of
testosterone, and then the epididymis (1s the first part
of the duct system) provides a temporary storage site
for the immature sperm that enter 1t from testis. This
fraction still in the 1nactive form until ejaculation.
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Sivilasma

Ortalama 15 dk (0-60 dk)
Koagulasyon Likefaksiyon

" "

Semenogelin proteini Prostatik enzim
(seminal vezikul)
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Viskozite

* Semenin yergekimi etkisiye damla damla akmasi
— Pipet ( 1,5 mm capinda )
— Cam cubuk

* Degerlendirme
« Semen damlasindaki uzama

< 2cm normal
8 o

> 2cm anormal




Sivilagsmayan orneklerde ve
anormal viskozite

Ejakulasyon sonrasi 60 dk icinde Sivilasma (-)
Viskozite > 2 cm ise

Mekanik islem Pipete veya enjektore ¢ekip birakma 6-10 kez

Fizyolojik solusyonu Esgit hacimde salinde Dulbecco fosfat
tamponu ilavesi

Enzimatik 1 g/l bromelin, 0.5 cu/ml plasmin veya 10 IU/ml bromelain
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Renk

Normal semen Eritrosit varhg
homojen, gri ve opak. kirmiz1 kahverengi
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Semen hacminin belirlenmesi

Gravimetrik yontem

Dereceli genis agizli kaba alinmasi

Volumun aspire edilerek olgcilmesi tavsiye edilmemektedir
— 0,3-0,9 ml kadar eksik olculmektedir.




Semen volumu

 Volum> 1,5 ml

WHO 2010
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Semen pH

Semenin pH si farkli yardimci bez sekresyonlari baslica alkali
seminal vezikuler sekresyon (pH:7,4) ve asidik protatik
sekresyonun(pH:6,4) ph degerleri arasindaki dengeyi gosterir.

Likefaksiyon sonrasi
— Tercihen 30 dk
— Mutlak 1 saat icinde

Viskoz ornekler icin pH metre
Referans deger pH > 7,2




Neden pH> 7,2

« Ejakulasyon sonrasi semen kadin ureme kanalinda
ortamin pH sindaki degisiklikler sperm hareketini,
kapasitasyon ve fertilizasyonu etkilemektedir.

« Dusuk pH ( pH=5.2 ve 6.2) nutrisyon solusyonunda
toplam hareketlilik , ileri hareketlilik orani , hipoosmotik
sisme testi sonuclar ph=7,2-8.2 lu ortama gore dusuk

Zhou J, 2015




Mikroskopik Analiz
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Ik Mikroskopik Inceleme

« Semen hacmi 10yl

« Lamel boyutu 22x22
» Derinlik 20 um
« Degerlendirmeler  37°C




Ik Mikroskopik Inceleme

Sperm (+)

Agregasyon veya aglutinasyon
Uygun dilusyon derecesi
Sayi

Motilite—~ Canlihik

Yuvarlak hiuicre —Lokosit

Morfoloji

Sperm (-)

Semen 3000 g 15 dk santrifuj

Pellette spermatozoa (+) Kriptozoospermi

Toplam sperm sayisi - Motilite karakteri -
Canli sperm sayisi




Agregasyon

Hareketli veya hareketsiz spermlerin
* Mukus iplikleri

« sperm disi hucreler,

* hucresel atiklara baglanma

WHO 2010




Sperm aglutinasyonu

Hareketli spermlerin birbirine yapisarak bir arada
bulunmasi

grade 1: isolated aglutinasyon basina ayriimig sperm <10 spermatozoa, spermlerin
(seyrek ) codu serbesttir.

grade 2: orta aglutinasyon bagina 10-50 sperm,serbest sperm

grade 3: genis agglutinasyon >50 spermatozoa,
bazi spermatozoalar serbest

grade 4: gross Batun spermatozoalar aglutine olmus ve baglantilar arasi
( bitiin) aglutinasyon
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Sperm sayimi

« Sayim kamarasi: Improved Neubauer

« Kullanilacak Hemasitometrinin derinligi 100pm olmalidir.

Alternatif kullanilacak sayim kamaralarinin sonuclari Improved
Neubauerden alinan sonuclar ile kontrol edilmelidir.
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Sperm sayimi

Improver Neubauer kamara
— Toplam 9 kare

— Merkez kare 5x5 buyuk kareden olusur. Semenin dilusyonu: merkez
karedeki sperm sayisi 200 ve Uzeri olacak sekilde yapilir.

— Her semen icin 2 kez 200 sperm sayilmalidir
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semen dilusyon oranlari ve degerlendirilecek potansiyel alanlar

Z10[0) A0[0) Gerekli olan Fikstatif Sayim Degerlendirilecek

alandaki alandaki dilusyon ul kamarasi alanlar
sperm sperm Karelerin
sayisi sayisl numarasi

>101 >404 1:20 (1+19) Improved 5,4,6
Neubauer

1:5(1+4) Improved 54,6
Neubauer

1:2(1+1) Improved 54,6
Neubauer

1:2 (1 +1) Improved 9 karenin hepsi
Neubauer

Veya

fazla volim TUm mikroskop
lami




Sperm Sayisi/mi

Spermatozoa/ml 15 x 10°

Toplam sperm sayisi 39x10°

WHO 2010




Her semen analizinde en az 2 kez dilue
edilmis semen hazirlanir ve sayim yapillir.

Iki sayimin toplami ve farki alinir

Tablodan uygunlugu kontrol edilir

Gerekirse tekrar dilue ornek sayilir




Toplam K.abul edilebilir Toplam K.abul edilebilir
fark fark
144-156 24 329-346 36
157-1689 25 347-366 37
170-182 26 367-385 38
183-196 27 386406 39
197211 28 407426 40
212-226 29 427-448 41
227-242 30 449-470 42
243-258 31 471-492 43
259274 32 493-515 44
275292 33 516-538 45
293-309 34 539-562 46
310-328 35 563-587 47

*Based on the rounded 25% confidence interval.
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Sperm Hareketi

Sivilasmadan sonra 60 dk icinde
— Tercihen 30 dk icinde degerlendirilir.

Oda sicakliginda veya 37 C de

20 um derinlikte ve 200X veya 400X buyutmede

Toplam 200 hucre sayilarak




Motilite

Hizl ileri hareketli (25um/sn)
Yavas ileri hareketli
Yerinde hareketli ( 5 um/sn)

Hareketsiz

e lleri hareketli

— Hizi ne olursa olsun
Spermin aktif olarak
hareketi hem lineer hem de
genis dairesel.

 Yerinde hareketli

— llerlemenin olmadigr
motilitenin tUm modelleri

— Kucuk daire icinde yuzme,

e Hareketsiz
WHO 2010




lleri hareketli sperm

Hizh ileri Hareketli




Yerinde Hareketli




Sperm Hareketi

Referans degerler

e lleri hareketli 32

 Yerinde hareketli

« Hareketsiz

WHO 2010
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Sperm canliligl

Rutin olarak tum semen orneklerine yapilmali
lleri hareketli sperm < %40 ise — canlilik testi

Sperm canliligi hucrenin membran butunlugu ile
tanimlanir

Toplam 200 hucre sayilarak canli sperm orani
belirlenir.




EosinY

Eosin-Nigrosin

HOS test




Sperm Canlilgl

 Boyama testleri
— Eosin %58 canli
— Eosin-nigrosin %58

* Hipoosmotik sisme testi %58

WHO 2010
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Yuvarlak Hucre

* Sperm disi hucreler

— Epitel ve prostat hucreleri,

— Spermatogenik hicreler
— Lokosit — Yuvarlak hiicre

« Yuvarlak hicre sayisi < 5x10 ©




Lokosit

Ejakulattaki IO0kositler 6zellikle notrofillerden olusur.

Lokositlerin fazlaligr;

— Enfeksiyon
— Ejakulat hacminin azalmasi
— Oksidatif stress nedeni ile sperm fonksiyonunun bozulmasi

Normal semende — Lokosit sayisi < 1 milyon/ml
Yuvarlak hiicre sayisi> 1x10° ise I6kosit tanima testi yapilir




Lokosit

Lokosit sayisini belirlemede kullanilan teknikler:

1.
2.

Intrasellller peroksidaz varlig

Lokosit spesifik antijen

Intraselliiler peroksidaz varligina dayall testte ;
Lokositler ( notrofiller) ortama ilave edilen benzidin ve

hidrojenperoksitle kahveregiye boyanir.



Endtz Test

Stok Solusyon

% 96 Etanol 25 ml
Benzidin 0.0625 g
Distile su 25 ml

Hazirlanan solusyon +4-6 C de 6 ay saklanir.

Caligsma solusyonu
4 ml stok solusyon +50 ul % 3 H, O,

Calisma

20 ul semen

20 ul yikama solusyonu
40 pl calisma solusyonu



















Boyall preparatta Lokosit
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Morfolojl

 Normal > %30  Normal > %4
WHO 92

WHO 2010

* Normal < %15 ise
IVF de basari
dusuktur

WHO 99




Morfolojl

 Normal > %30  Normal > %4
WHO 92

WHO 2010

* Normal < %15 ise
IVF de basari
dusuktur

WHO 99







Normal

Bas

Oval

Bas en :2.5-3.5um

Bas boy :4.0-5.0 um

Bas boy/ Basen :1,5-1,75

Akrozomal bolge basin %40-70 kaplamalidir

Boyun ve orta parca
Boyun ve orta par¢a < 1.0um
boyu bas uzunlugunun 1,5 kati

Sitoplazmik atiklar normal bas alaninin
yarisindan az olmalidir

Kuyruk

Uzunlugu ~45 pm
Genisligi < orta parca
Dz

Kivrilmamis
kirilmamais




WHO 1999 | WHO 2010 _

Uzunluk 4.0-5.0 ym 4.1 um
1,5-1,75 1,5
%40-70 kaplamahdir

oy/en

krozomal bolge

oyun ve orta parca

|

<1.0um

Uzunluk Bas uzunlugunun 1,5 kati 4.0 um
itoplazmik atiklar

©
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Geniglik
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normal bas alani< 1/3

A
c
<
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Uzunlugu ~45 um

iI

enisligi < orta parca
*Papanicolaou boyama
ve bilgisayar sistemi ile
ortalama sperm olculeri




Morfoloji

* Qval
— Akrozomal bolge %40-70

iclidi Vakuol sayisi< 2
<
G?nl§|lgl orta pare¢a Vakuol basin kapldigi alanin
Duz %20 sinden az

Postakrozomal bolgede
vakuol olmamalidir.

o kink , kivrik olmamalidir
* Kuyruk 360° donmemelidir.




Normal Bas




Bas Defektler

Kuglik Akrozom

Yuvarlak Bas

Akrozomsuz bag Kiiciik Akrozom










Boyun ve Orta Parca Defektleri

Kirik boyun

‘AL

Ince boyun




Boyun ve Orta Parca Defektleri

Kalin boyun




Kuyruk Defekti

Halka (coiled) kuyruk

Kisa kuyruk




Kirik kuyruk

Kalin kuyruk

il

Sitoplazmik Damla _
IKi veya daha fazla kuyruk




Ozel defektler

Bassiz kuyruk
igne bas

Kuyruksuz bas

Sayi, motilite ve morfoloji
belirlerken, bas ve kuyrugu
butunuk icinde olan spermler
degerlendirilir

Bunlar anormal olarak
degerlendiriimez

Gerekli durumlarda sayilari
rapor edilir.




Istege bagl yapilacak islemler

* Multipl anomali indeksi . MAI
* Teratozoospermia indeks :TZl

o Sperm deformiti indeks: :SDI




MA| = bas defekti + bovun defekti+ kuyruk defekti
toplam defektli sperm sayisi

TZI| = bas defekti+boyun defekti+kuyruk defekti+stoplazmik damla
toplam defektli sperm sayisi

bas defekti+boyun defekti+kuyruk defekti+stoplazmik damla
toplam sperm sayisi




* Normal Morfoloji %4 ise

TZl < 1,7 ise IVFte fertilizasyon iyi olabilir. ( ICSI de degil)

TZI > 1,9 ise ICSI dusunulmelidir.

* Normal morfoloji %0 ise ileri inceleme

Rowe et al. (2000)




Normal morfoloji %

In vivo Gebelik orani %

<4

11,5

4-9

21,15

Van Zyl ve ark 1990




Teratozoospermi indeksi (TZI) esik
degeri

 Anormal TZI degeri 21,6
WHO 1999
* Anormal TZI > 2.09 (subfertil)

* Fertil grupta <1,51
Menkveld R 2001




IVF

Normal Sperm morfoloji (%) < 4

fertilizasyon % 59,3

Normal Sperm morfoloji (%) >4

fertilizasyon % 77,6

— Cotzee K 1998

gebelik %15,2

gebelik %26




Bilgisayar Yardimli Sperm
Analizi (CASA)

 Otomatik sistem

« Sperm goruntulerini alabilen kamera-
video - bilgisayar sistemi

— Sperm sayisi/ mi
— Hareketlilik

— Canlilik

— Morfoloji

« Spermlerin istatistiksel analiz




ldeal CASA sistemi

Sistemin calistirilmasi ve analizin
baslamasi icin teknisyen olmalidir.

Semen ornegi aparata yerlestirilir
Analiz yapilir ve sonug alinir

Uygulamada ise calismanin her asamasi
teknisyen tarafindan kontrol edilir.




CASA Sistemleri 1

CASA sistemi
Kamera ile goruntu alinir ve dijital goruntuye donusgturular

Karanlik alan veya negatif faz kontrast goruntulerinin kullanimi
yaygindir

— Beyaz sperm basina karsi karanlik arka plan

Bilgisayar programi secilen alanda sperm basinin goruntusunu
aramaya baslar

Computer-aided sperm analysis: past, present and future




CASA Sistemleri 2

Sperm basinin kesintisiz goruntusu yerlestikten sonra
sperm yorungesi tespit edilir.

Her bir sperm igin yoruge olusturulur ve sperm dinamik
serisi hesaplanir.

CASA sistemlerinin cogu boyle calisir.




CASA Sistemi 3

Klinik androloji laboratuarlarinda

« Hamilton-Thorne Sperm Analyzer (Hamilton Thorne
Research, Beverly, MA, USA)

— Liu, 1991, 2004;
— Blanchard , 2011

Sperm Class Analyzer (SCA, Microptic S.L, Madrid,
Spain)

— Lampiao, 2009)

Cellsoft system (Cryo Resources, New York, NY, USA)

— Hurowitz et al., 1995;
— Akashi et al., 2010),

WLJY-9000 system (Beijing Weili New Century Science
& Tech Dev. Co. Ltd., Beijing, China),




Sayi/ml

CASA ile DNA boyalarinin kullaniimasi

— Sperm DNA boyasi ile boyanir ve Floresan mikroskop altinda sperm disi hiicrelerden ayrilir.

Sperm konsantrasyonu belirlenmesinde floresan boyama kullanimi ile daha

daha guvenilir sonuclar elde edilir.
— (Amann & Katz, 2004; World Health Organization, 2010).

Sperm konsantrasyonu 2x106 - 50 x10® sperm/ml arasinda olursa
degerlendirilebilir

CASA sistemi CFT- 9200 system (Beijing Aerospace Ruiqi Technology
Development Co., Ltd., Beijing, China)

— (Huetal, 2013)




CASA Sistemleri 5

Bilgisayar -Mikrovideo- fotovoltaik teknoloji

Sperm Quality Analyser V (SQA-V, Medical Electronic Systems Ltd.,

Caesarea, Israel)
— (Akashi et al., 2005; Ge et al., 2008).

Bu sistemde sperm konsantrasyonu ve motilite optik sinyal yolu ile
alinir.

Optik sinyal elektirik pulse ile dijital sinyale dontsur surec dijital
olarak devam eder otomatik olarak semen parametrelerine donusur.




CASA — Hareketlilik

En iyl kinematik analizlerdir
Hareketsiz sperm sayisi belirlenir
Hucre dokuntuleri hareketsiz spermle karisabilir

Uygun prosedurler ile guvenilir ve tekrarlanabilir sonuclar
elde edilebilir.

CASA kullanimui ile ilgili klavuzlara basvurulmalidir.




CASA — Hareketlilik

Likefiye olan ornekler;
CASA sistemleri 37 C de tutulmalidir

Motilite degerlendirilmesi; 2x10° - 50 x10° sperm/ml
arasinda ise yapilabilir.

Sperm sayisi > 50 x10° ise ayni erkekten alinan
spermsiz seminal plazma dilue edilir.
— Semen 6 dk 16.000 g de santrifuj edilir.




CASA — Hareketlilik

* Cell Trak/S system (CTS, Motion Analysis Corp., Santa
Rosa, CA, USA)

— (Hurowitz et al., 1995; Centola, 1996),

« Sperm Motility Analysis System (SMAS, Kaga
Electronics, Tokyo, Japan)

— (Akashi et al., 2010).

« Copenhagen Rigshospitalet Image House Sperm Motility
Analysis System (CRISMAS)

— (Larsen et al., 2000; Vested et al., 2011),




CASA - Morfoloji

« QOtomasyonlu sistemler
— Tarafsizlk
— Kesinlik
— Tekrarlanabilirlik

» Tekrarlanabilirlik ve kesinlik dizeyi deneyimli
teknisyenin manuel degerlendirmesinden %7 ustun
olabilir.

« Sperm sayisi az oldugunda sperm baslari seminal
dokuntulerle karisabilir.




CASA - Morfoloji

Morfoloji analizi igin geligtirilen sistem computer-aided sperm
morphology analysis (CASMA)

Bazi sistemlerde Sperm basinin boyu genisligi , akrozomal bolgenin

yuzdesi sperm bas cevresi belirlenir
— (Garrett et al., 2007)

Bazi sistemlerde Sperm bas boyun kuyruk incelenir ve boyun ve
kuyrugun dogru degerlendiriimemesi guvenilir sonu¢ vermez.

(Amann & Katz, 2004),

Computer-aided sperm analysis: past, present and future
J.C. Lu, Y. F. Huang & N. Q. L€u 2013




CASA nin klinik uygulamasi

Sperm hizi ile ilgili
curvilinear velocity (VCL, um s1), kavisli hareket hizi

straight-line velocity (VSL, um s ) ileri dogru dogrusal hareket hizi
average path velocity (VAP, um s1). ortalama hiz

BCF beat-cross frequency (Hz) sperm kuyrugu vurus siklgi (Hz)
VAP average path velocity ortalama hiz

VCL curvilinear velocity kavisli hareket hizi

VSL straight-line (rectilinear) velocity ileri dogru dogrusal hareket
hizi

Computer-aided sperm analysis: past,
present and future

J. C. Lu1

, Y. F. Huang2 & N. Q. Lu€3




Karsilastiriimali calismalarda manuel olarak yapilan
semen analizi ile CASA sonuclari arasinda

Korelasyon vardir.

— (Spiropoulos, 2001; Nafisi ., 2005; Hu I., 2006; Akashi I., 2010;Tomlinson., 2010; Vested
2011).

Sonuclar birbiriyle anlamli olarak iliskilidir

— (Liu et al., 1991; Akashi et al., 2010)

Iki ydntem arasinda ¢ok fark var

— (Spiropoulos, 2001; Vested et al., 2011).




Manuel - CASA

Karsilastiriilmali calismalarda manuel olarak yapilan semen analizi ile
CASA sonuclari arasinda;

Korelasyon vardir.

Spiropoulos, 2001; Nafisi 2005; Hu , 2006; Akashi 2010; Tomlinson et al., 2010; Vested et al., 2011

Sonuglar birbiriyle anlamli olarak iligkilidir

(Liu et al., 1991; Akashi et al., 2010)

Iki ydntem arasinda cok fark var

(Spiropoulos, 2001; Vested et al., 2011)

Genelde sperm konsantrasyonlari arasindaki fark azdir. CASA
sistemi ile hareketlilik ve dinamik sonucglar manuel yonteme gore

daha guvenilir , kesin ve objektiftir.
Garrett, 2003; Nafisi., 2005; Hu , 2006 Tomlinson 2010

Sperm konsantrasyonu sonugclari iki yontem ile uyumlu,

hareketlilikler ise farkli olarak elde edilmistir.
Davis & Katz, 1992; Jin ., 2004; Ge 2008; Akashi ., 2010




CASA - CASA + Floresan
Boya

* Floresan boyama yapan ve yapmayan CASA sistemlerin sonuglari
arasinda da oldukca fazla fark elde edilmektedir. uinetal. 2004

» Floresan boyamali CASA sistemde

— sperm ve sperm olmayan partikuller canli ve 6lu sperm olarak
degerlendirilebilir.

* Floresan boyama yapmayan CASA sistemlerde
— bazi fragmanlari gereksiz olarak sayabilir
— bazi spermileri algilayamaz

— CASA sistemler oligozoospermik ornekler icin sperm sayisini daha
yuksek bulunabilir.

Manuel mudahale gereklidir.




* Floresan boyali CASA sistem semen
analizi icin uygundur.

» Ozellike sperm sayisi belirlemede daha

guvenilirdir.
* Bu sistemlerde kalite kontrol cok onemlidir.

Jin W, 2004




Bilgisayar yardimli semen analizi

» Gelisen teknoloji ile beraber gelistirilen
bilgisayar yardimli semen analizi sistemleri
sperm hareketliligi, konsantrasyon ve
morfoloji tespitinde kullanilabilmektedir.

Floresan DNA boyalari \ Sperm konsatrasyonu

Sperm kuyrugunun belirlenmesindeki ve ileri hareket
algoritmalar oranini belirlemeye

imkan tanir.




