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COMPARATIVE STUDY BETWEEN 
THREE METHODS OF SEMEN 
ANALYSIS. A comparative stuby between 
three methods of semen analysis reveals that 
the full automated CMA system gives 
higher values for sperm concentration than 
the mean of the three methods, probably due 
to misclassification of debris as sperm cells, 
whereas the semi-automatic Autosperm 
method and the conventional manual 
method identify spermatozoa in the micro- 
scopic field. The Autosperm method 
provides more reproducible results for 
concentration and velocity parameters and 
its values are better correlated with the 
manual method as recommended by the 
World Health Organization. Key words : 
Semen analysis, Autosperm, CMA, 
Informatics. Andrologie 1991, 1 : 62-65, 

En andrologie, rune des Etapes la plus importante 
du diagnostic en matiire d'infertilit6 est ranalyse 
du sperme. La concentration, la mobilit6 et la 
morphologie des spermatozoi'des sont les critlres 
qu'on utilise en routine pour essayer d'Evaluer la 
fertilit6 masculine. De ce fait, le spermogramme 
est la pierre angulaire des investigations (12). 
Cependant, la m6thode d'analyse conventionnel- 
le, manuelle, dans la plupart des laboratoires, 
donne des resultants subjectifs fonctions de rex- 
pErience de ropEratear. Cette subjectivitE entrai- 
ne des variations importantes des valeurs obte- 
nues dans diff6rents laboratoires, rendant difficile 
rinterprEtation des r6sultats (12). Plusieurs 
auteurs ont essay6 de d6terminer la concentration 
minimale n6cessaire h la fertilit6 masculine ; ce 
chiffre est passe de 60 millions/ml (9) h 5 mil- 
lions/ml (10). Pour des raisons pratiques, rOMS 
a recommand6 une valeur seuil de 20 millions/ml 
(13). Pourtant, il est presque impossible de diff6- 
rencier un homme infertile d'nn homme fertile en 
se basant uniquement sur la concentration ; par 
contre, ranalyse du mouvement des spermato- 
zo'ides permet une meilleure discrimination. Le 
taux des spermatozoides ayant une progression 
linEaire constitue un critire distincif important 
entre des hommes fertiles et hypofertiles (4). De 
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plus, la vitesse des spermatozo'/des est bien corre- 
IEe au potentiet de fEcondation des oocytes soit 
humains (7), soit de hamster (1). Cependant, il 
est difficile d'6valuer la mobilitE en routine. Dans 
les laboratoires qui utilisent la m6thode manuelle 
conventionnelle (13), les r6sultats dependent de 
l'exp6rience de rop6rateur. 

De nos jours les progris techniques ont permis le 
d6veloppement de plusieurs mEthodes d'analyse 
plus objectives du sperme. Ces mEthodes font 
appel ~ la photographie, la vidEo-micrographie 
(7) et h ranalyse des images par ordinateur. En 
1988, Hinting et al ont dEvelopp6 une m6thode 
objective semi-automatique permettant de deter- 
miner les caractEristiques du mouvement du sper- 
matozoide. L'objectif de notre travail est de 
comparer cette technique semi-automatique ~. la 
technique complitement automatis6e avec vid6o- 
micrographie, afin de d6terminer leurs correspon- 
dances et diff6rences. Nous avons Egalement 
compare chacune de ces deux m6thodes objec- 
tives ~t la mEthode manuelle telle qu'elle a 6t6 
recommandEe par rOMS. 

MATERIELS ET METHODES 

Sujets 
Tousles sujets (n=66) impliqu6s dans cette 6tude 
6taient soit des partenaires masculins de couples 
venus consulter pour infertilit6 au service 
d'Andrologie de rH6pital Universilaire de Gand, 
soit des donneurs volontaires participant au pro- 
gramme de procr6ation mEdicalement assist6e. 
Le sperme fut recueilli selon les recommanda- 
tions de rOMS (13). 

Equipements 
Autosperm : Cette m6thode semi-automatique est 
bas6e sur rutilisation d'une table digitale, 6quip6e 
d'un curseur muni d'un point lumineux, d'un ordi- 
nateur, d'un microscope EquipE d'un tube h dessin 
permettant de voir simultan6ment le champ du 
microscope et la table digitale sur une surface de 
100 x 100 ~m, divisEe en 25 carreaux (5 x 5). 
L'analyse s'effectue h un grossissement de 500 x 
(40 x 12,5). Le mouvement de chaque spermato- 
zo'fde se trouvant dans le champ de comptage est 
suivi a la main gr~.ce au curseur muni de quatre 
boutons : le premier bouton est press6 pour 
compter les spermatozoides mobiles, le deuxiime 
pour les immobiles, le troisiime est press6 ~ la 
fin de chaque sErie de comptage et le quatriime 
pour interrompre ranalyse. Toutes les donnEes 

sont transmises ~t rordinateur programm6 pour 
calculer diffErents paramitres parmi lesquels les 
vitesses curvElinEaire et linEaire, la mobilitE, la 
concentration, ainsi que le pourcentage des sper- 
matozoides de classes a, b, cou  d. Les para- 
mitres de la m6thode sont les suivants : temps 
d'observation 2, 4 sec, mobilit6 grade a : vitesse 
lin6aire 22 p.rn/sec ou plus, grade b : vitesse 
lin6aire infdrieure h 22 lam/sec et vitesse de trajet 
supErieure 5. 5 ~m/sec, grade c: vitesse de trajet 
infErieure ~ 5 larn/sec, grade d : immobile. 

Cell motion analyzer (CMA) : Le "cell motion 
analyzer" (CMA, Str6mberg-Mika, Bad 
Feilnbach, Allemagne) est une nouvelle mEthode 
complitement automatis6e. C'est un systime 
vid6o d'analyse d'image ; la cam6ra reli6e au 
microscope projette rimage surun 6cran. Les 
donn6es sont transmises 5 un ordinateur pro- 
gramm6 pour d6terminer les diff6rents para- 
mitres comme concentration des cellules, pour- 
centage des immobiles et des mobiles, et 
vitesses. II pr6senterai~ certains avantages : 
reconnaissance des spermatozoides dont les tra- 
jectoires se croisent alors que les anciens sys- 
times les ignoraient ou en comptaient 4 au lieu 
de 2 (11). De plus, la discrimination entre sper- 
matozoides et d6bris cellulaires se ferait grace 
la d~tection du flagelle, ce qui 61iminerait la prise 
en compte des d6bris cellulaires comme avec les 
anciens systimes qui tenaient compte de la t~te 
du spermatoz6/de. 

Les paramitres de la mEthode sont : temps d'ob- 
servation de 1 seconde, vitesse limite des cellules 
"immobiles" : 5 pJn/sec, vitesse limite des cel- 
lules ~ motilit6 dite non-progressive : 10 ~Jm/sec. 
M(thode manuelle ou conventionnelle : Afin 
d'6valuer manuellement la concentration 
des spermatozoides en millions/ml, le sperme est 
dilu6 dans la solution de Haeyem et compt6 dans 
une cellule de comptage (Burker) sous un gros- 
sissement de 500 X. Le pourcentage de cellules 
mobiles est estim6 grace au compteur manuel 
(Clay Adams), permettant de distinguer quatre 
categories de cellules selon les critlres 
recommandEs par rOMS (13): 
- grade a: spermatozo)'des ayant une mobilit6 
rapide, progressive et lin6aire 
- grade b: spermatozo'fdes ayant une mobilit6 
lente, progressive ou non linEaire 
- grade c: spermatozoides ayant une mobilit6 non 
progressive 
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- grade d: spermatozoides immobiles 

M~thodes 
Preparation des dchantillons pour l'Autosperm : 

Aprbs liqu6faction, un aliquot de 11,5 ia I de 
sperme est d6pos6 sur une lame et recouvert 
d'une lamelle de 24x24 mm donnant ainsi une 
profondeur de 20 Nn (5). 

Priparation des dchantillons pour le CMA : 
Dans un premier temps, le CMA a 6t6 utilis6 
comme l'avait install6 l'ing6nieur, utilisant une 
cellule de comptage de 15 gm de profondeur. 
Cela n6cessitait souvent des dilutions de sperme 
dans un liquide physiologique (r6sultat du ler 
groupe). Dans un deuxibme temps, nous avons 
modifi6 les param~tres d'analyse, les conditions 
de travail, et proc6d6 ~. l'analyse du sperme sans 
dilution, dans les mEmes conditions qu'avec 
rAutosperm (rdsultats du 2brae groupe). 

Statistiques 
Nous avons calcul6 les coefficients de corr61ation 
et de r6gression lin6aire, ainsi que la m6thode de 
Bland & Altman (3). Cette m6thode est bas6e sur 
la repr6sentation des diffdrences par rapport ~. la 
moyenne des valeurs entre deux m6thodes qu'on 
compare. Etant entendu qu'aucune m6thode n'est 
suppos6e donner les r6sultats "exacts", ta moyen- 
ne des valeurs serait plus "r6etle". Cette m6thode 
permet de mieux observer graphiquement la dis- 
tribution des diff6rences et de repr6senter la 
moyenne et rerreur ~ la moyenne. 
Chaque m6thode (Autosperm, CMA ou 
Manuelle) a ainsi 6t6 comparde soit h la moyenne 
des trois m6thodes, soit h une autre technique, 
c'est a dire Autosperm-CMA, Autosperm- 
manuelle, CMA-manuelle. 

RESULTATS 

Comparaison entre les trois m~thodes 
Elle est illustr6e en ce qui concerne la concentra- 
tion (n=16) et la mobilit6 (n--15) dans les figures 
1 et2. 

Comparaison entre Autosperm et CMA 
II faut ici consid6rer deux types de r6sultats : les 
r6sultats avec le CMA telle que le foumisseur ra 
install6 (1 ~ groupe) et les r6sultats apr~s nos 
modifcations (2bme groupe). 

Concentration (=52) : Le coefficient de corr61a- 
tion est de 0,78 (p<0,0001). 

Pour les concentrations <40 millions/ml, la 
concordance semble bonne car la diff6rence 
Autosperm-CMA est proche de 0. Cependant, 
lorsque le CMA indique plus de 40 millions/ml 
elles sont soit sup6rieures h la moyenne (ler 
groupe) soit inf6rieures ~ la moyenne (2~me 
groupe). 

Mobilitd (n--47) : La droite de r6gression montre 
une diminution de concordance au fur et ~ mesu- 
re que le pourcentage de mobilit6 augmente ce 
qui est confirm6 par un faible coefficient de cor- 
r61ation r=0,61 (p<0,0001). Cependant ce coeffi- 
cient r passe de 0,37 (p<0,05) dans le ler groupe 
~t 0,80 (p<0,0001) dans le 2~me groupe. 
L'analyse statistique par m6thode de Bland & 
Alman donne des valeurs positives indiquant que 
le CMA relive moins de cellules mobiles que 
l'Autosperm. 

Vitesse et Vitesse linOaire (n=45) : Pour la vites- 
se, il n'y a pas de correspondance entre les deux 
m6thodes objectives. Le coefficient de corr61a- 
tion r=0,20 (p<0,19). I1 est donc tr~s faible quoi- 
qu'am61ior6 par nos modifications (0,42 dans le 
ler groupe, p<0,07, contre 24 dans le ler groupe, 
p<0.23). L'analyse par la m6thode de Bland & 
Altman confirme la diff6rence : le CMA donne 
des r6sultats infdrieurs ~ l'Autosperm (ler grou- 
pe), etnos modifications inversent cette tendance 
(2bme groupe). 

En ce qui concerne la vitesse tindaire, les deux 
m6thodes objectives (Autosperm et CMA) don- 
nent 6galement des r6sultats discordants, sans 
aucune corr61ation. Le coefficient r n'est que de 
0,15 (p<0,34) quoique nous rayons am6tior6 par 
nos modifications de 0,15 (p<0,45) ~ 0,42 
(p<0,34). 

Reproductibilitd ." La reproductibilit6 de chaque 
m6thode a 6t6 test6e en analysant dix fois le 
m6me 6chantillon afin d'6tablir la variation intra- 
essai (tableau 1). II apparait clairement que les 
variations sont plus importantes avec le CMA 
quel que soit le parambtre 6tudi6. Ces variations 
sont en moyenne 1,5 fois sup6rieures ~ celles de 
rAutosperm. De plus les r6sultats de l'Autosperm 
pourraient s'am61iorer avec l'expdrience du 
technicien. 

Tableau 1 : Coefficients de variation. 

CMA 
(param6tres 

optima) 

Concentration 29 

Mobilit6 34 

Vitesse 17 

Vitesse lin6aire 26 

AUTOSPERM 
(technicien 

inexp6riment6) 

20 

23 

12 

14 

AUTOSPERM 
(technicien 

exp6riment6) 

8 
11 

6 

6 

RATIO 1.55 1 0,45 

Comparaison entre Autosperm et 
m6thode manuelle 

Concentration (n=66) : Nous avons trouv~ une 
concordance entre les deux m6thodes car presque 

tous les points 6taient situ6s sur la droite Y=X. 
En effet, la pente de la droite de r6gression 
lin6aire est de 1,01 et le point d'intersection avec 
raxe des abcisses de 0,21. Le coefficient de cor- 
r61ation est 6galement 61ev6 : r=0,96 (p<0,0001). 

Jusqu'~ une concentration de 100 millions/ml de 
spermatozo'l'des on trouve une trbs bonne concor- 
dance entre les deux m6thodes. Au d e l l  
l'Autosperm donne des valeurs sup6rieures 
celles de la m6thode manuelle. 

mobilitd (n=65) : L'analyse de la r6gression 
lin6aire montre qu'il y a une concordance certai- 
ne entre les deux m6thodes car le rest significatif 
(0,84, p<0,0001). Cependant, l'on note une dis- 
cordance au fur et ~ mesure que le pourcentage 
des cellules mobiles augmente. 

Comparaison entre CMA et M6thode manuelle 
Concentration (n=16) : Malgr6 un r ~t 0,89 
(p<0,0001), on trouve une discordance entre les 
deux m6thodes. Les concentrations obtenues 
avec le CMA sont sup6rieures ~t celles obtenues 
avec la m6thode manuelle. De plus la moyenne 
des diff6rences et la d6viation standard (respecti- 
vement t9,2 et 40), sont plus 61ev6es que celles 
de la comparaison Autosperm-m6thode manuelle 
(4,8 et 35). 

Mobilitd (n=16) : La concordance est mauvaise 
malgr6 un coefficient de corr61ation h 0,79 
(p<0,0001). De plus, l'analyse selon Bland & 
Alman indique que le pourcentage de cellules 
mobiles obtenu avec le CMA est inf6rieur ~ celui 
de la m6thode manuelle. 

DISCUSSION 

L'6tude a consist6 ?~ comparer les r6sultats de 
r6valuation de diff~rents param~tres du spermo- 
gramme (concentration, mobilitY, vitesse et lin6a- 
rit6) par 3 m6thodes (CMA, Autosperm et 
manuelle). 

La comparaison des r~sultats de chaque m6thode 
prise s6par6ment ?t la moyenne des trois 
mdthodes montre que les concentrations obtenues 
avec le CMA sont sup6rieures ~ la moyenne, 
alors que celles obtenues avec l'Autosperm et la 
m6thode manuelle en sont plus proches. Ceci 
serait dfi ~ la prise en consid6ration des d6bris 
cellulaires par le syst~me vid6o-micrographique 
du CMA. En effet, dans certains cas d'oligosper- 
mie s6v~re (concentration<2millions/ml), le 
CMA affiche une concentration de 8 ~ 12 mil- 
lions/ml. Ce probl~me des d6bris ne se pose pas 
avec l'Autosperm et la m&hode manuelle car 
l'op6rateur doit suivre chaque spermatozoi'de au 
microscope. Quant h la mobilit6, le CMA donne 
un pourcentage de cellules mobiles inf6rieur h la 
moyenne. Ceci pourrait ~tre 1i6 au fait que le 
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CMA identifie comme spermatozoides des debris 
cellulaires immobiles d'o/a surestimation de la 
concentration et sousestimation de la mobilite. 
La mobilit6 est surestimee par la methode 
manuelle suggerant un biais dans la selection des 
spermatozoi"des lors de ce type de comptage. 
Cette surestimation est d'autant plus importante 
que le pourcentage des spermatozoides mobiles 
est 61eve, attestant ainsi des limites de la mdthode 
manuelle. 

La comparaison des deux mdthodes objectives 
Autosperm et CMA montre que leurs resultats 
sont tout ~t fait discordants tant au niveau de la 
concentration que de l'analyse du mouvement des 
spermatozoi'des. Ceci peut s'expliquer par plu- 
sieurs raisons : pour la concentration, il y a prise 
en compte de cellules difffrentes des spermato- 
zoides par la camera du CMA ; ceci fausse les 
rdsultats en cas d'oligospennie severe ou d'azoo- 
spermie. Schneider et al (11) ont deja rapport6 
l'absence de fiabilit6 du CMA pour des concen- 
trations inferieures h 5-10 millions/ml, ce qui 
serait dfi au fait que plusieurs champs microsco- 
piques sont utilises pour l'analyse du sperme. De 
plus ils.ont soulign6 le defaut de la cellule de 
comptage ; rayant remarqu6 nous avons amelior6 
nos resultats en procedant ~ une analyse directe 
du sperme entre lame et lamelle (resultats du 
2~me groupe). Knuth et al (8) avaient not6 d~s 
1987 ce probl~me des debris cellulaires dans les 
syst~mes analyseurs d'images. Pourtant le 
syst~me CMA est suppose reconnaitre le 
spermatozoi'de grace ~ son flagelle. Nous n'avons 
pas pu confirmer cette capacite. Par contre les 
croisements des spermatozofdes sont bien indivi- 
dualises, et on peut les observer sur l'ecran 
contrele. 

En ce qui concerne le mouvement, le probl~me 
est plus complexe car il est li6 aux parametres 
programmes dans chaque systbme. I1 est ~ noter 
que des spermatozo'fdes peuvent ~tre classes 
"immobiles" par la methode CMA si leur vitesse 
de deplacement est comprise entre 0,1 et 4,9 
gm/sec. De plus, le CMA ne precise pas le type 
de mobilit6, c'est 5 dire progressive, linEaire ou 
non lindaire. Ceci est un inconvenient car plu- 
sieurs auteurs ont montr6 l'importance de la qua- 
lit6 du mouvement du spermatozolde dans la fer- 
tilit6 de rhomme (2, 4). 

Les differents param~tres de l'Autosperm ont 6t6 
adoptes apr~s etude comparative avec la methode 
conventionnelle (6). La methodologie de la 
mesure de la vitesse diffbre pour les deux 
methodes : pour le CMA, le centre de la tete du 
spermatozoide sept de point de repbre pour suivre 
sa trajectoire, alors que l'Autosperm mesure te 
deplacement de la piece intermediaire. Les deux 

parties du spermatozoide n'ayant pas la marne 
cin6tique de mouvement, il est possible qu'en fait 
les deux syst~mes ne mesurent pas les memes 
param~tres. 

Les donndes foumies par l'Autosperm et le CMA 
different et il est difficile de trouver une concor- 
dance. Hinting et al (5) ont demontr6 que le 
temps d'observation influence les param~tres de 
la mobilite. Pour l'Autosperm ce temps est de 2,4 
secondes, et il n'est que de 1 seconde pour le 
CMA, ce qui pourrait expliquer les discordances 
de vitesse et de lindarit6. Ceci confirme 
l'hypoth~se selon laquelle les resultats des sper- 
mogrammes fournis par analyseur d'image 
dependent en grande part des donnees program- 
mees (8). 

I1 restera donc hasardeux de comparer les resul- 
tats de differents laboratoires tant que ces don- 
ndes ne seront pas standardidees. Neanmoins, 
lorsque l'on compare chacune des methodes 
objectives ~ la methode manuelle, l'on constate 
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Figure 1 : Comparaison entre la valeur moyenne des concen- 
trations en spermatozoides (millions/ml) fournies par les 3 
methodes 6tudiees (abcisse) et la difference entre la valeur 
foumie par chaque methnde et la valeur moyenne (ordonnee) 
(Selon Bland et Altman, 3). Les concentrations mesurEes par 
methode manuelle sont inferieures 5. la moyenne puisque leur 
difference avec la moyenne des trois methodes est supErieure 

0. Les rdsultats du CMA sont supdrieurs 5. la moyenne et les 
variations sont plus importantes (au milieu). Les donnees 
fournies par I'Autosperm sont les plus proches de la moyenne 
avec une deviation standard intermediaire (en bas). 

que tant au niveau de la concentration qu'h celui 
de la mobilite, Autosperm et la methode manuel- 
le sont mieux correles. Ceci serait dfi au fait que 
dans les deux cas roperateur peut individualiser 
les cellules dans le microscope et suivre leur 
mouvement. Ce contrele est impossible avec le 
CMA, compl~tement automatise. Par ailleurs, se 
pose le probl~me de la reproductibilit6 du 
systbme CMA, quelque que soit le param~tre 
considere. 

En conclusion, cette etude demontre les limites 
de l'analyse du sperme avec le syst~me analyseur 
d'image CMA. 
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Figure 2 : Comparaison entre la valeur moyenne des pourcen- 
tages de spernaatozoides mobiles (grade a + grade b) foumis 
par les 3 methodes etudiees, et la difference entre la valeur 
fournie par chaque m~thode et la valeur moyenne. La ~endan- 
ce est inverse de celle enregistree pour la concentration. Les 
resultats obtenus par methode manuelle sont, en general, 
supdrieurs 5, la moyenne puisque la difference est negative (en 
haut). Le CMA donne une mobilit6 inferieure 5. la moyenne 
des trois methodes, Les r6sultats de rAutosperm sont les plus 
proches de cette moyenne. La dispersion des differences 
(deviations standard) est maxima pour la melhode CMA et 
similaire pour les deux autres techniques. 
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RESUME : L'6tude comparative de trois 
m6thodes d'analyse de sperme indique que 
la m6thode automatis6e CMA donne des 
concentrations sup&ieures ~ la moyenne, 
probablement du fait de la prise en compte 
par le syst~me d'analyse d'images des d6bris 
cellulaires, alors que la m6thode semi-auto- 
matique et la m6thode manuelle permettent 
d'individualiser les cellules sur le champ du 
microscope. Outre le fait que l'Autosperm 
donne des r6sultats plus reproductibles 
quelque soit le param&re consid6r6, ses 
valeurs sont mieux corr616es avec ceux de la 
m6thode manuel le  qu 'avec ceux de la 
m6thode CMA. Mots cl& : Spermogramme, 
Autosperm,  CMA, Informatique.  
Andrologie, 1991, 1 : 62-65. 
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