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RESUME 

De nombreux  facteurs  peuvent  invali- 
der les r~sultats d'une analyse du mou- 
vement  des spermatozoides  par les sys- 
t~mes  de m i c r o v i d ~ o g r a p h i e  ass i s t~e  
par o r d i n a t e u r  : une  s tandard i sa t ion  
de l ' ana lyse  es t  d o n c  i n d i s p e n s a b l e .  
Des  not ions  de base de la technolog ie  
de ces  sys t~mes ,  u n e  b o n n e  conna i s -  
sance de la physio logie  spermatique et 
une  r igueur  dans toutes  les ~tapes de 
l'analyse sont  des pr~-requis essent ie ls  
pour  garant i r  u n e  ana lyse  f iable  car 
ces  s y s t ~ m e s  ne  s o n t  pas  des  auto-  
mates  "pr~t h l'emploi". 

M o t s - c l d s  : spermatozo~des humains ; microvi- 
ddographie assistde par ordinateur ; mouvement ; 
mobilitd ; analyse standardisde. 

INTRODUCTION 

Les syst~mes d'analyse des spermatozoades 
par microvid~ographie assist~e par ordina- 
teur ont ~t~ d~velopp6s pour tenter de pal- 
lier le caract~re impr~cis et/ou subjectif de 
l 'analyse manuelle du sperme [4, 21]. Ils 
pe rmet ten t  la mesure de param~tres du 
mouvement fondus sur la cin~matique des 
t~tes des spermatozoides et non des fla- 
gelles. Certains de ces param~tres pr~sen- 
tent une valeur diagnostique et pronostique 
dans les situations d'infertilit~ masculine 
lors d'~valuations in vivo et in vitro [7, 10, 

11, 22 ; revue dans 1]. Ces syst~mes se sont 
impos~s par rapport ~ des techniques plus 
anciennes et plus lourdes telles la micro- 
photographie [13, 18] ou la microcin~mato- 
graphie [5, 20] grace ~ leurs possibilit~s de 
mesures en temps r~el et leur relative sim- 
plicit~ d'emploi. 

Un syst~me d'analyse des spermatozoides 
par ordinateur  comprend un microscope 
~quip~ d'optiques de contraste de phase per- 
mettant le meilleur contraste des t~tes des 
spermatozo~des presents  dans le champ 
microscopique, l'analyse ult6rieure d~pen- 
dant de leur d~tection pendant une dur~e 
d'acquisition donn~e. Le microscope est 
6quip~ d'une plat ine thermosta t6e .  Les 
images h analyser sont soit enregistr~es sur 
bande vid6o pour une analyse diff~r6e soit 
directement trait~es par le syst~me compo- 
s~ d'un microordinateur de forte capacit~ 
dot~ d'un disque dur et de logiciels et mate- 
riels d~di6s ~ l 'analyse d'images s~quen- 
tielles. 

FORMATION, RESTITUTION DE 
L'IMAGE ET PRECALIBRATION DU 
SYSTEME AVANT TOUTE ANALYSE 

L'image du champ microscopique de la pre- 
paration posse sous l'objectif est form6e sur 
la surface sensible de la camera video. Avec 
les cameras CCD, les plus utilis~es actuelle- 
ment, l'image du champ microscopique est 
discr~tis~e en un ensemble de points ~l~- 
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mentaires ou pixels, de fa~on analogique 
aux grains d'argent composant une image 
photographique ;/~ chaque point correspond 
un voltage donn~ proportionnel h l'intensit~ 
lumineuse revue et l'ensemble des signaux 
correspondant  ~ t o u s l e s  pixels est cod~ 
sous la forme d'un signal analogique com- 
plexe pour stockage, transmission et visua- 
lisation. Les pixels composant l'image sont 
arranges sous la forme d'une surface de 512 
x 512 pixels. Cette technique ne permet pas 
une visual isat ion directe sur l '~cran du 
moniteur. 

Selon la technologie video standard, l'image 
est resti tu~e sur l'~cran du moniteur  en 
1/30~me de seconde (normes am~ricaines) : 
le premier champ une fois affich6 reste illu- 
min~ tandis que le second s'affiche et per- 
met la restitution de l'image totale. Cette 
technologie est conforme/~ la vision humai- 
ne et peu cofiteuse. La fr~quence d'acquisi- 
tion des positions successives des tStes est 
donc 30 Hz en pleine r~solution ou 60 Hz en 
ut i l i sant  un champ video sur 2 avec un 
d~calage d'une ligne. Certaines camSras 
coupl~es h des dispositifs de num~risation 
et de restitution des images permettent des 
acquisitions /~ des fr~quences sup~rieures, 
100, 200 Hz et plus, offrant la possibilit~ 
d'une analyse fine des mouvements flagel- 
laires pour des esp~ces et des situations 
exp~rimentales vari~es. 

L'~tape suivante avant toute analyse est la 
num~risation de l'image suivie du seuillage. 
La num~r i sa t ion  consiste /~ affecter  un 
nombre entier/~ chaque point ~l~mentaire 
de l'image selon une ~chelle de 256 niveaux 
de gris par exemple, du blanc (niveau 0), au 
noir (niveau 255). Le seuillage ou d~tection 
permet une partition de l'image ne retenant 
que les informations d'int~r~t, c'est h dire 
les coordonn~es des points-image d~finis- 
sant les tStes des spermatozoides ou leurs 
contours. En contraste de phase, ces der- 
niers correspondent aux zones de plus forte 
transition de niveaux de gris. 

Une pr~calibration du syst~me d~finissant 
les tailles minimum des tStes des spermato- 

zo~des est essentielle car des d~bris (taille 
inf~rieure) ou d'autres cellules (taille sup~- 
rieure) presents dans le champ microsco- 
pique peuvent presenter des niveaux de gris 
s imilaires  ou les mSmes t rans i t ions  de 
contraste par rapport au fond de la prSpara- 
tion. 

ACQUISITION DES POSITIONS 
SUCCESSIVES DES TETES, 

RECONSTRUCTION DES 
TRAJECTOIRES ET CALCUL DES 
PARAMETRES DU MOUVEMENT 

A partir des coordonn~es des bords ou de 
l'intensit~ de l'ensemble des pixels compo- 
sant les t~tes des spermatozo~des presents 
dans le champ, le logiciel calcule la position 
du centre de gravit~ (centro~de) de chaque 
t~te. Ces calculs sont effectu6s en temps 
r~el et les coordonn~es s6quentielles de la 
posi t ion des centro~des,  champ apr~s 
champ, selon la fr~quence d 'acquisi t ion 
choisie sont envoy6es sur le disque dur sous 
la forme d'une chaine de coordonn~es chro- 
nologiques. 

D'un champ video au suivant, le logiciel 
effectue la reconstruction des trajectoires 
des spermatozoides pendant  une p~riode 
d'acquisition pr~d~finie en joignant les posi- 
tions des centroides des t~tes des spermato- 
zo~des pr6sentes darts les champs video suc- 
cessifs. Cette ~tape est r~alis~e en sp~ci- 
fiant au syst~me les d~placements dans 
l'espace minimum et maximum qu'un sper- 
matozoide peut effectuer d'un champ video 
au suivant. Compte-tenu de son principe, 
cet algorithme ne r~ussit  pas toujours 
bien reconstruire des trajectoires qui se cou- 
pent. En effet, la fr~quence de croisement 
est proportionnelle au produit de la vitesse 
moyenne des spermatozoides par la concen- 
tration, la longueur moyenne des t~tes et la 
dur~e de l'acquistion [4]. Une dilution des 
spermes  p r~sen tan t  une concen t ra t ion  
sup~rieure ~ 40 millions par ml permet de 
minimiser ce probl~me [4]. A partir des don- 
n~es enregistr~es pour chaque cellule, le 
logiciel calcule ensuite des param~tres clas- 
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s iques  tels  que la concent ra t ion  sperma-  
tique ou le pourcentage de spermatozo~des 
mob i l e s  e t  la v a l e u r  m o y e n n e  de pa ra -  
m~tres standardis~s relatifs ~ la vigueur de 
d~placement des cellules et ~ la forme de 
leur trajectoire [17]. 

F A C T E U R S  M O D U L A N T  LES 
R E S U L T A T S  DE L'ANALYSE 

De nombreux facteurs peuvent invalider les 
r~sultats de l 'analyse. Ils peuvent  ~tre li~s 
l'~tat physiologique des cellules, ~ l'interac- 
tion en t re  l ' obse rva teur  et  le syst~me ou 
encore  ~ des con t r a in t e s  t echnolog iques  
inh~rentes au syst~me. 

La temperature  [2, 19] ou le milieu environ- 
nant  [8, 12, 14, 15] ont un effet bien connu 
su r  le m o u v e m e n t  des  spe rmatozo~des .  
Nous  avons  p r ~ c ~ d e m m e n t  mont r~  que 
l 'augmentation de la vitesse de progression 
lin~aire des spermatozoa'des humains  avec 
la t empera ture  est de l'ordre d'un ~m/s/~ 
[2]. D a n s  le p l a s m a  s~mina l  la v a l e u r  
m o y e n n e  de l ' e n s e m b l e  des  p a r a m ~ t r e s  
mesur~s  a u g m e n t e  s ign i f i ca t ivemen t  en 
fonction de la temperature  ; un ph~nom~ne 
similaire est  observ5 apr~s centrifugation 
sur  gradient  de percoll et incubation d'au 
moins une demi-heure dans un milieu capa- 
citant et les differences entre les deux types 
d ' e n v i r o n n e m e n t  sont  5ga lement  impor-  

tantes (Tableau 1) : les param~tres du mou- 
vement, ~ l'exception de la lin~arit~ qui est 
plus basse, ont des valeurs  moyennes tr~s 
sup~rieures apr~s ~limination du p lasma  
s~minal  et r e su spens i on  dans  un mi l ieu  
c a p a c i t a n t .  Ces r ~ s u l t a t s  i n d i q u e n t  la  
n~cessit~ d'effectuer les analyses ~ des tern- 
p~ratures fixes et d 'adapter  la pr~calibra- 
tion des syst~mes aux conditions environne- 
mentales des spermatozo~des. 

La fr~quence d'acquisition joue un r61e fon- 
damental  [16]. La dur~e d'acquisition joue 
~galement un r61e important  : ~ 60 Hz une 
acquisition pendant  1/6~me de seconde ne 
permet  pas d'obtenir des r~sultats valides 
notamment de ALH et VSL (d~finitions des 
param~tres donn~es dans le tableau 1) ; au 
contraire, l 'acquisition sur des p~riodes de 
1/2s ~ 3/4 de seconde permet d'obtenir une 
~valuation correcte du comportement cin~- 
tique des spermatozo~des. 

La m~thode de calcul de la vitesse moyenne 
et de l 'amplitude qui d~pend des syst~mes - 
et n' est  pas contrSlable par  l 'op~rateur - 
modifie sensiblement les valeurs calcul~es 
de ces param~tres. Dans la m~thode "de lis- 
sage fixe" la valeur de ALH est calcul~e 
partir  des valeurs moyennes des distances 
orthogonales de la trajectoire ~ la trajectoi- 
re moyenne. Dans  la mSthode de "lissage 
adaptatif ' ,  le trac~ de la trajectoire moyen- 

T a b l e a u  1 : E f f e t s  de  la  t e m p e r a t u r e  e t  d u  m i l i e u  d e  s u s p e n s i o n  ( s p e r m e  f r a i s  ou 
re suspendu  d a n s  un mil ieu capac i tan t ,  apr~s centr i fugat ion  s ur  g r a d i e n t  de  percol l )  des  
spermatozo~des  sur  la va leur  moyenne des  param~tres  du  mouvement  (mesures d p a r t i r  d I 
u n e  b a n d e  v iddo ,  a u  m o i n s  200  c e l l u l e s  a n a l y s ~ e s  d 60 H z  p e n d a n t  0,5s d a n s  u n e  
m i c r o c e l l u l e  de 20 ~ m  de  p r o f o n d e u r  ; S y s t ~ m e  CTS,  M o t i o n  A n a l y s i s  Co) . (Donn~es  
personne l l e s  non publi~es).  

Sperme frais mi l ieu B2 
Param~tres  
mesur~s* 25~ 37~ 25~ 37~ 

VSL 24 38 32 50 
VCL 61 85 96 119 
LIN 40 46 34 41 
ALH 3,1 4,1 5,4 6,2 

* selon les normes  de l' O M S  (17), V S L  : vitesse de progression lingaire, # m / s  ; VCL  : vitesse curvilindaire, l~m/s  ; 
L I N  : l indaritd de trajectoire, % ; A L H  : amp l i t ude  de d~bat tement  latdral de Ia t~te, ltm.. 
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ne et le calcul de ALH sont beaucoup plus 
d~pendants des variations instantan~es de 
forme de la trajectoire : il existe ainsi une 
correspondance parfaite entre les points de 
la trajectoire r~elle et les points de la trajec- 
toire moyenne et le calcul de ALH ne repose 
plus sur des mesures de distances orthogo- 
nales mais sur des mesures de vecteurs de 
tailles vari~es : cette derni~re m~thode rend 
mieux compte de l'h~t~rog~n~it~ cin~tique 
des populations spermatiques analys~es. 

C'est l 'observateur qui d~finit le seuil de 
d~tection des spermatozo~des quelle que soit 
la m~thode algori thmique employee. Le 
seuil fait varier  de faqon importante  les 
valeurs  des param~tres  mesur~s comme 
l ' indique le t a b l e a u  2. Par  exemple,  la 
concentration est sous estim~e avec un seuil 
trop ~lev~ (sous d~tection), des spermato- 
zoi'des ne sont pas compt~s ; inversement, 
un seuil trop bas (surd~tection) induit des 
artefacts ~lectroniques qui surestiment le 
nombre de par t icu les  pr~sentes dans le 
champ et donc la concentration. Ces arte- 
facts sont temporellement instables et peu- 
vent  ~tre pris pour  des spermatozoides  
mobiles sur place ce qui ~ pour consequence 
de surestimer le pourcentage de spermato- 
zo~des mobiles comme l'indique le tableau 2 ; 
les param~tres du mouvement sont ~gale- 

ment affect~s par une d~tection incorrecte. 

Le choix de la chambre d'analyse utilis~e 
rev~t ~galement une grande importance. I1 
a ~t~ montr~ que la chambre de Makler 
fausse  les mesures  de concent ra t ion  et 
cont ra in t  le mouvemen t  des spermato-  
zo~des [9]. Dans notre experience, avec des 
microcellules (~cell; Fertility Technology) 
de 12 microns d'~paisseur, la vitesse curvi- 
lin~aire est surestim~e, probablement  
cause de la contrainte du d~battement fla- 
ge l la i re .  Pa r  a i l l eurs ,  l ' u t i l i s a t i o n  de 
chambres trop profondes (50 ~m) r~sulte 
en une h~t~rog~n~it~ de distribution des 
spermatozo~des dans la profondeur : il est 
possible que dans de telles chambres les 
calculs  soient  biais~s,  les v a l e u r s  des 
param~tres mesur~s pouvant ne caract~ri- 
ser qu'une sous population de spermato- 
zo~des diff~rente du reste de la population 
ne se trouvant pas dans le plan focal. De 
plus le risque d'exclure des trajectoires du 
fait de la possibilit~ d'un mouvement tridi- 
mensionnel plus marqu~ (en par t icul ier  
lors de la capacitation) est cer tainement  
plus grande. Selon un expertise de I'OMS, 
des chambres d'analyse d'une profondeur 
de 20 microns semblent  ad~quates pour 
~viter ces probl~mes pour  les spe rmes  
frais et prepares [17]. 

Tableau  2 : Effets du choix du seui l  de  d~tect ion des tStes des  spermatozo~des,  S, (2000 
n iveaux de gris,  0 = blanc, 1999 = noir). (sperme frais,  mesures  d p a r t i r  d'une bande  video, 
au moins 200 cel lules  analys$es d 60 Hz p e n d a n t  0,5s clans une microcel lule  de 20 fan de 
profondeur;  SystSme CTS, Motion Analys is  Co). (Donn~es personnel les  non publi~es). 

P a r a m ~ t r e s  m e s u r ~ s *  S = 1210 
s o u s - d ~ t e c t i o n  

S = 1066  S = 9 9 2  
d ~ t e c t i o n  c o r r e c t e  s u r d ~ t e c t i o n  

Nombre d'~l~ments compt~s 137 203 352 
CON 11 17 32 
MOT 47 52 68 
VSL** 37 33 28 
VCL** 81 77 78 
LIN** 49 46 35 
ALH** 4,0 3,7 5,1 

* selon les normes  de l' O M S  (17), C O N  : concentration,  x l O 6 / m l  ; M O T  : pourcentage de spermatozo[des  mobi les  ; 
V S L  : vitesse de progress ion  lindaire, p m  /s; VCL : vitesse curvilindaire, Itm / s  ; L I N  : lindaritd de trajectoire, % ; 
A L H  : a m p l i t u d e  de ddbat tement  latdral de la t~te, Ftm. ** valeur  moyenne.  
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COMPARAISONS DES RESULTATS 
OBSERVATEUR/SYSTEME ET ENTRE 

SYSTEMES 

De tels syst~mes sont r~put~s ne pas four- 
nir des mesures  correctes de la concentra- 
t ion s p e r m a t i q u e .  Nous  avons  ~tudi~ le 
degr~ de concordance entre mesure manuel- 
le et mesure automatis~e (Figure 1A) : sur 
une large gamme de concentrations, la cor- 
relation est assez satisfaisante et il n'existe 
pas  de d i f fe rence  s igni f ica t ive  en t re  les 
va l eu r s  m o y e n n e s  fourn ies  par  les deux 
m ~ t h o d e s .  I1 e s t  i n t ~ r e s s a n t  de n o t e r  
qu'avec le syst~me employ~ (CTS, Motion 
Analys is  Co), un contrOle de la tai l le  du 
champ analys~ aboutissant  ~ une "dilution 
~lectronique" par  une r~duction ajustable  
de la taille du champ autorise des mesures 
sans dilution phys ique  pour  des spermes  
tr~s concentr~s (Figure  1A) ; cependant ,  
cette m~thode ne r~soud pas pour autant  le 

A 
MANUEL CTS 
96,1 (25,9) 100,6 (22,6) NS 

probl~me des croisements  de trajectoires.  
La correlation entre r~sultats fournis par  2 
syst~mes, HTM (Hamilton-Thorn) et CTS, 
pour la concentration - apr~s dilution si la 
concentration exc~de 40 millions par  ml et 
moyennant  une standardisation tr~s rigou- 
reuse  de l 'analyse - est  tr~s bonne et les 
valeurs moyennes ne different pas significa- 
t ivement des valeurs trouv~es par  l 'analyse 
manuelle [6] (Figure 1B). Entre machines, il 
ex i s t e  une  d i f f e r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  des  
valeurs moyennes de concentration ; cette 
difference est  peu impor tante  et selon les 
au teurs  de cette ~tude, elle n'a probable- 
ment pas de signification biologique [6]. La 
correlation entre r~sultats de l 'analyse de la 
mobilitY, manuel le  et par  le CTS (Figure 
2A), est moins bonne que pour la concentra- 
tion. DAVIS et KATZ ont obtenu des r~sultats 
s imila i res  [6] (Figure  2B). Par  contre  la 
concordance des r~sultats  obtenus par  les 
machines  HTM et CTS est  r emarquab le .  

B 
MANUEL CTS HTM 
58,1 (7,2) 61,2 (7,0)* 57,8 (7,0)** P<0,05 

4 5 0 "  ~ ~ ' ' ' '  ' ' ' ' A I ' ' ' ' ' / 
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F i g u r e  1 : A. C o m p a r a i s o n  d e s  v a l e u r s  m o y e n n e s  (ESM)  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en  
spermatozo~des  (x 106/ml) p a r  mesure  manue l l e  et  au tomat i s6e  (CTS, Motion Analys i s  Co, 
30 Hz,  a n a l y s e  d i r e c t e  s a n s  d i l u t i o n )  et  corr61a t ion  en t re  m d t h o d e s  (n = 19 ; d o n n d e s  
p e r s o n n e l l e s  n o n  p u b l i 6 e s ) .  B. C o m p a r a i s o n  d e s  v a l e u r s  m o y e n n e s  ( E S M )  d e  l a  
c o n c e n t r a t i o n  en spermatozo~des  (x 106/ml) p a r  mesure  m a n u e l l e  et  a u t o m a t i s d e  (CTS, 
Motion Ana lys i s  Co ; HTM, Hami l ton  Thorn) et  corre la t ion  entre  machines,  d 'apr~s Dav i s  
et  K a t z  (6;  n = 30, 30 Hz, bandes  viddo, d i lu t ion  si  concen t ra t ion  > 40 x 106/ml). 
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A B 
MANUEL CTS 
29,2 (3,4) 24,1 (3,2) NS 

MANUEL CTS HTM 
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Figure  2 : .4. C o m p a r a i s o n  des  va leurs  moyennes (ESM) du  p o u r c e n t a g e  de  spermatozo~des  
mobi l e s  p a r  mesure  m a n u e l l e  et  a u t o m a t i s d e  (CTS, Mot ion A n a l y s i s  Co, 30 Hz, a n a l y s e  
d i r ec t e  s a n s  d i l u t i o n )  et  co r re la t i on  en tre  m~thodes  (n = 19 ; donn$es  p e r s o n n e l l e s  non 
publides) .  B. C o m p a r a i s o n  des  va leurs  moyennes (ESM) du  p o u r c e n t a g e  de  spermatozo~des  
mobi les  p a r  mesure  manue l l e  et  au tomat i sde  (CTS, Motion Analys i s  Co ; HTM, H a m i l t o n  
Thorn)  e t  corrd la t ion  entre  machines ,  d 'apr~s  Dav i s  et  K a t z  (6;  n = 30, 30  Hz, b a n d e s  video, 
d i lu t ion  si concen t ra t ion  > 40 x 106/ml). 

Conce rnan t  les pa r amb t r e s  du mouve- 
ment, sous rdserve d'une standardisation 
trbs rigoureuse de la calibration de chaque 
machine,  KATZ et DAVIS ont montrd une 
bonne concordance des rdsultats entre les 
2 machines [6] (Figure 3 A-B-C) avec tou- 
tefois une valeur de ALH systdmatique- 
ment  plus dlevde avec le systbme HTM 
qu'avec le systbme CTS, cet ~cart ~tant 
probablement dfi ~ la diffdrence des algo- 
rithmes pour leur calcul dans les versions 
des 2 machines utilisdes [6]. Nous avons 
trouvd des rdsultats divergents pour cer- 
rains des parambtres mesurSs comparant 
3 syst~mes (HTM, CTS et le systbme fran- 
~ais Speed Sperm,  JCD In t e rna t iona l )  
dont les versions prdsentaient  des diffd- 
rences matdr ie l les  et logicielles impor- 
tantes [3]. 

RECOMMANDATIONSPOURUNE 
ANALYSE STANDARDISEE 

Toutes ces donndes indiquent qu'une stan- 
dardisation rigoureuse de ranalyse est un 
prd-requis indispensable pour obtenir des 
rdsul ta ts  fiables. Des recommandat ions  
dans le but d'analyse standardisde sont pro- 
pos~es (Tableau 3). 

CONCLUSION 

Une standardisation de l'analyse du sperme 
par les systbmes actuels de microvid6ogra- 
phie assistde par ordinateur est indispen- 
sable. Des notions de base de la technologie 
de ces systbmes, une bonne connaissance de 
la physiologie spermatique et une rigueur 
dans toutes les dtapes de l'analyse sont des 
prd-requis essentiels pour garantir une ana- 
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Figure 3 : Correlat ion entre machines  (HTM, Hamil ton  Thorn et CTS, Motion Analys is  Co) 
des mesures  de la vitesse de progress ion lin~aire (VSL), de la vitesse curvi l in~aire (VCL) et 
de l ' amp l i tude  de d~ba t t ement  de la t~te (ALH) et  compara i sons  des  va leurs  moyennes  
(ESM) p a r  les 2 machines,  d'apr~s Davis  et Katz  (6 ; n = 30, 30 Hz, bandes video, d i lut ion si 
concentrat ion > 40 x 1061mD. 

lyse fiable car  ces syst~mes ne sont  pas des 
au toma te s  "pr~t h remploi".  Dans  leur  ~tat  
actuel ,  sous r~serve  d 'une  bonne  pra t ique ,  
ces sys t~mes  sont  u t i les  pour  l ' ana lyse  de 
rou t ine  du spe rme  h u m a i n  (concent ra t ion /  
mobilitY) et  i n d i s p e n s a b l e s  pou r  l '~valua-  
t ion de la fonction cinStique en rout ine  et  en 
recherche .  La  technologie  de ces sys t~mes 
r eposan t  sur  la vision pa r  o rd ina teu r  ~volue 
c o m m e  l ' i l l u s t r e n t  les  d S v e l o p p e m e n t s  
ac tue l s ,  m a t e r i e l  e t  logiciel.  El le  offre un  
po ten t ie l  i n t~ res san t  d 'appl icat ions  pour  le 
labora to i re  d 'andrologie,  t an t  pour  l 'analyse  
de  r o u t i n e  ( m o r p h o l o g i e ,  a n a l y s e  de  
spermes  dScongel~s) que pour  des analyses  
de la qua l i t~  fonc t i onne l l e  des s p e r m a t o -  

zoides ( taux de r~action acrosomique,  quan-  
t if ication de marqueurs ,  ...). 

R E F E R E N C E S  

1. AUGER J., SERRES C., WOLF J.P., JOUANNET P. : Mou- 
vement des spermatozoides et f~condation. Contra- 
cept. Fertil. Sex., 1994, 22 : 316-320. 

2. AUGER J., SERRES C., FENEUX D. : Motion of indivi- 
dual spermatozoa, both normal and lacking the 
dynein arms, dur ing a continuous t empera tu re  
rise. Cell Motil. Cytoskeleton, 1990, 16 : 22-32. 

3. AUGER J., SONNET M.L., JOUANNET P. : Automatic 
analysis of human sperm movement : comparative 
study of three CASA systems. Human  Reprod., 
1991, suppl ,  a b s t r a c t s  f rom the  7th Wor ld  
Congress on IVF and assisted Procreation, p 338. 

43 
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37~ 

2. analyse en contraste de phase dans l 'heure qui suit  le pr41~vement (pour un  sperme pr4par4 sur  
gradient  de percoll, analyse au min imum 1/2 h apres centrifugation) dans une chambre pr4vue 
cet effet (4paisseur de la pr4parat ion = 20 ~m), 

3. si c o n c e n t r a t i o n  50x106/ml, d i l ue r  dans  du PBS, 4 v e n t u e l l e m e n t  dans  du p l a s m a  s 4 m i n a l  
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favoR optimale (int4r~t des bandes vid4o et de la fonction "playback"), 
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des spermatozo~des dans un  mil ieu capacitant,  

7. seui l  de d4tect ion choisi de tel le mani~re  que mesures  de concen t ra t ion  m a n u e l l e  et  pa r  le 
syst~me soient ident iques  (apr~s preparat ion,  une tr~s 14g~re surd4tection peut  ~tre uti le pour 
"pister" des spermatozoides pr4sentant  de faibles d4viations hors du plan  focal), 

8. analyse de 100 cellules mobiles au moins par ~chantillon (200 si possible), 

9. m4thode standardis4e de balayage de la preparat ion (en m~andre, champs contigus, par  exemple), 

10. toujours  impr imer ,  en plus des moyennes,  les h is togrammes des diff4rents param~tres ,  leur  
dis t r ibut ion n '4 tan t  pas toujours normale. 
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A B S T R A C T  

T e c h n o l o g y ,  m e t h o d o l o g i c a l  b i a s  a n d  
g u i d e l i n e s  f o r  s t a n d a r d  p r o c e d u r e s  

J a c q u e s  AUGER 

C o m p u t e r - a i d e d  s p e r m  a n a l y s i s  
(CASA) w a s  d e v e l o p e d  in  t h e  las t  deca-  
de  to  o v e r c o m e  t h e  p r o b l e m s  r e l a t e d  to  
t h e  i n h e r e n t  s u b j e c t i v i t y  o f  m a n u a l  
s e m e n  ana lys i s .  A t y p i c a l  CASA s y s t e m  
i n c l u d e s  a v i d e o  c a m e r a ,  a m i c r o s c o p e  
e q u i p e d  w i t h  p h a s e  o p t i c s  a n d  a war -  
m i n g  s t a g e ,  a m i c r o c o m p u t e r  w i t h  
h a r d w a r e  a n d  s o f t w a r e  d e d i c a t e d  to  
m o t i o n  ana lys i s ,  a m o n i t o r  a n d  a p r in -  
t e r .  T h e  i m a g e  o f  t h e  s p e r m  cel ls  u n d e r  
t h e  m i c r o s c o p e  is t r a n s f o r m e d  in to  dis- 
c r e t e  p i x e l s  p r o d u c i n g  a v o l t a g e  p ro -  
p o r t i o n a l  to  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  l i g h t  
a s  l i g h t  s t r i k e s  t h e  c a m e r a ' s  C C D  
a r r a y .  I n  s t a n d a r d  v i d e o  t e c h n o l o g y ,  
t h e  f i r s t  f i e ld  (set  o f  r o w s  ; o d d  l ines)  is 

s c a n n e d  in  one  s i x t i e t h  o f  a s e c o n d  a n d  
r e m a i n s  i l l u m i n a t e d ,  t h e n  t h e  a l t e r n a -  
te  se t  o f  r o w s  ( even  l ines)  is s c a n n e d  in  
t he  n e x t  one  s i x t i e t h  o f  a s e c o n d  to  dis- 
p l a y  t h e  c o m p l e t e  v i d e o  f r a m e  w h i c h  
r e q u i r e s  o n e  t h i r t h i e t h  o f  a s e c o n d .  
T h e  f i r s t  s t ep  ca l l ed  d i g i t i z a t i o n  is t h e  
e n c o d i n g  o f  v i d e o  p i x e l s  as  n u m b e r s  
f o l l o w i n g  a g r a y  l e v e l  s c a l e  b e t w e e n  
w h i t e  a n d  b lack .  F r o m  th i s  p r o c e s s  t h e  
d e t e c t i o n  o f  t h e  s p e r m  h e a d s  i n  t h e  
f i e l d  is p e r f o r m e d  a n d  r e p e a t e d  o n  a 
f ie ld  b y  f ie ld  bas is .  T h e  c e n t r o i d  coor -  
d i n a t e s  of  t h e  s p e r m  h e a d s  in  t h e  f i e ld  
a r e  c a l c u l a t e d  a n d  s e q u e n t i a l l y  t r a n s -  
m i t t e d  to  t h e  h a r d  d isk .  A p a t h  f i n d e r  
a l g o r i t h m  c o n n e c t s  t h e  c e n t r o i d s  
t h r o u g h  t i m e  a l l o w i n g  t h e  r e c o n s t r u c -  
t i on  o f  t r a j e c t o r i e s  a n d  t h e  c a l c u l a t i o n  
o f  v a r i o u s  p a r a m e t e r s .  M a n y  f a c t o r s  
m o d u l a t i n g  CASA m e a s u r e m e n t s  c a n  
i n v a l i d a t e  t h e  r e s u l t s  o f  a n a l y s i s .  
C o n s e q u e n t l y ,  a s t a n d a r d i z a t i o n  o f  
CASA is n e c e s s a r y .  V a r i o u s  g u i d e l i n e s  
f o r  a c c u r a t e  a n a l y s i s  a r e  p r o p o s e d .  

I n  s u m m a r y ,  b a s i c  k n o w l e d g e  o n  
s p e r m  p h y s i o l o g y ,  CASA t e c h n o l o g y  
a n d  r i g o r o u s  s t a n d a r d i z e d  c o n d i t i o n s  
o f  a n a l y s i s  a r e  r e q u i r e d  f o r  p r o v i d i n g  
r e l i a b l e  a n d  a c c u r a t e  r e s u l t s  b e c a u s e  
CASA s y s t e m s  a r e  n o t  r e a d y - t o - u s e  
" r o b o t s " .  CASA is u s e f u l  f o r  r o u t i n e  
s e m e n  a n a l y s i s  a n d  e s s e n t i a l  f o r  t h e  
m e a s u r e m e n t  o f  s p e r m  k i n e m a t i c s  f o r  
c l i n i c a l  as  w e l l  as  f o r  r e s e a r c h  p u r -  
poses .  

K e y - w o r d s  : computer  aided sperm analysis  ; 
microvideography ; standard procedures ; human  
sperm 
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