4 MOUVEMENTS DU SPERMATOZOIDE

ET ANALYSE AUTOMATISEE

Andrologie (1995), 5, n°1, 37-45

Rappels technologiques, biais méthodologiques
possibles et conditions de mesure

Jacques AUGER

CECOS PARIS-BICETRE, Centre Hospitalier de Bicétre, 94275 Le Kremlin-Bicétre cedex. ;
Nouvelle adresse : CECOS PARIS-COCHIN, Laboratoire d’Histologie Embryologie orienté
en Biologie de la Reproduction, Groupe Hospitalier Cochin Port-Royal, 123, Boulevard de

Port-Royal, 75014, PARIS

RESUME

De nombreux facteurs peuvent invali-
der les résultats d’une analyse du mou-
vement des spermatozoides par les sys-
témes de microvidéographie assistée
par ordinateur : une standardisation
de I’analyse est donc indispensable.
Des notions de base de la technologie
de ces systémes, une bonne connais-
sance de la physiologie spermatique et
une rigueur dans toutes les étapes de
Panalyse sont des pré-requis essentiels
pour garantir une analyse fiable car
ces systemes ne sont pas des auto-
mates “prét a Pemploi”.

Mots-clés : spermatozoides humains ; microvi-
déographie assistée par ordinateur ; mouvement ;
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INTRODUCTION

Les systémes d’analyse des spermatozoides
par microvidéographie assistée par ordina-
teur ont été développés pour tenter de pal-
lier le caractere imprécis et/ou subjectif de
Panalyse manuelle du sperme [4, 21]. Iis
permettent la mesure de parametres du
mouvement fondés sur la cinématique des
tétes des spermatozoides et non des fla-
gelles. Certains de ces parametres présen-
tent une valeur diagnostique et pronostique
dans les situations d’infertilité masculine
lors d’évaluations in vivo et in vitro [7, 10,
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11, 22 ; revue dans 1]. Ces systémes se sont
imposés par rapport a des techniques plus
anciennes et plus lourdes telles la micro-
photographie [13, 18] ou la microcinémato-
graphie [5, 20] grace a leurs possibilités de
mesures en temps réel et leur relative sim-
plicité d’emploi.

Un systéme d’analyse des spermatozoides
par ordinateur comprend un microscope
équipé d’'optiques de contraste de phase per-
mettant le meilleur contraste des tétes des
spermatozoides présents dans le champ
microscopique, I'analyse ultérieure dépen-
dant de leur détection pendant une durée
d’acquisition donnée. Le microscope est
équipé d'une platine thermostatée. Les
images a analyser sont soit enregistrées sur
bande vidéo pour une analyse différée soit
directement traitées par le systéme compo-
sé d’un microordinateur de forte capacité
doté d’'un disque dur et de logiciels et maté-
riels dédiés a 'analyse d’'images séquen-
tielles.

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

L’'image du champ microscopique de la pré-
paration posée sous l'objectif est formée sur
la surface sensible de la caméra vidéo. Avec
les caméras CCD, les plus utilisées actuelle-
ment, I'image du champ microscopique est
discrétisée en un ensemble de points élé-



mentaires ou pixels, de facon analogique
aux grains d’argent composant une image
photographique ; & chaque point correspond
un voltage donné proportionnel a 'intensité
lumineuse recue et 'ensemble des signaux
correspondant a tous les pixels est codé
sous la forme d’un signal analogique com-
plexe pour stockage, transmission et visua-
lisation. Les pixels composant I'image sont
arrangés sous la forme d’'une surface de 512
x 512 pixels. Cette technique ne permet pas
une visualisation directe sur ’écran du
moniteur.

Selon la technologie vidéo standard, I'image
est restituée sur I’écran du moniteur en
1/30éme de seconde (normes américaines) :
le premier champ une fois affiché reste illu-
miné tandis que le second s’affiche et per-
met la restitution de I'image totale. Cette
technologie est conforme & la vision humai-
ne et peu colteuse. La fréquence d’acquisi-
tion des positions successives des tétes est
done 30 Hz en pleine résolution ou 60 Hz en
utilisant un champ vidéo sur 2 avec un
décalage d’une ligne. Certaines caméras
couplées a des dispositifs de numérisation
et de restitution des images permettent des
acquisitions & des fréquences supérieures,
100, 200 Hz et plus, offrant la possibilité
d’une analyse fine des mouvements flagel-
laires pour des espéces et des situations
expérimentales variées.

L’étape suivante avant toute analyse est la
numérisation de 'image suivie du seuillage.
La numérisation consiste & affecter un
nombre entier & chaque point élémentaire
de I'image selon une échelle de 256 niveaux
de gris par exemple, du blanc (niveau 0), au
noir (niveau 255). Le seuillage ou détection
permet une partition de 'image ne retenant
que les informations d’intérét, c’est a dire
les coordonnées des points-image définis-
sant les tétes des spermatozoides ou leurs
contours. En contraste de phase, ces der-
niers correspondent aux zones de plus forte
transition de niveaux de gris.

Une précalibration du systéme définissant
les tailles minimum des tétes des spermato-
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zoides est essentielle car des débris (taille
inférieure) ou d’autres cellules (taille supé-
rieure) présents dans le champ microsco-
pique peuvent présenter des niveaux de gris
similaires ou les mémes transitions de
contraste par rapport au fond de la prépara-
tion.

ACQUISITION DES POSITIONS
SUCCESSIVES DES TETES,
RECONSTRUCTION DES
TRAJECTOIRES ET CALCUL DES
PARAMETRES DU MOUVEMENT

A partir des coordonnées des bords ou de
I'intensité de Pensemble des pixels compo-
sant les tétes des spermatozoides présents
dans le champ, le logiciel calcule la position
du centre de gravité (centroide) de chaque
téte. Ces calculs sont effectués en temps
réel et les coordonnées séquentielles de la
position des centroides, champ apres
champ, selon la fréquence d’acquisition
choisie sont envoyées sur le disque dur sous
la forme d’une chaine de coordonnées chro-
nologiques.

D’un champ vidéo au suivant, le logiciel
effectue la reconstruction des trajectoires
des spermatozoides pendant une période
d’acquisition prédéfinie en joignant les posi-
tions des centroides des tétes des spermato-
zoides présentes dans les champs vidéo suc-
cessifs. Cette étape est réalisée en spéci-
fiant au systéeme les déplacements dans
Pespace minimum et maximum qu'un sper-
matozoide peut effectuer d’'un champ vidéo
au suivant. Compte-tenu de son principe,
cet algorithme ne réussit pas toujours &
bien reconstruire des trajectoires qui se cou-
pent. En effet, la fréquence de croisement
est proportionnelle au produit de la vitesse
moyenne des spermatozoides par la concen-
tration, la longueur moyenne des tétes et la
durée de 'acquistion [4]. Une dilution des
spermes présentant une concentration
supérieure a 40 millions par ml permet de
minimiser ce probleme [4]. A partir des don-
nées enregistrées pour chaque cellule, le
logiciel calcule ensuite des parameétres clas-



siques tels que la concentration sperma-
tique ou le pourcentage de spermatozoides
mobiles et la valeur moyenne de para-
metres standardisés relatifs a la vigueur de
déplacement des cellules et a la forme de
leur trajectoire [17].

FACTEURS MODULANT LES
RESULTATS DE L’ANALYSE

De nombreux facteurs peuvent invalider les
résultats de Panalyse. Ils peuvent étre liés a
I’état physiologique des cellules, a I'interac-
tion entre I'observateur et le systéme ou
encore a des contraintes technologiques
inhérentes au systéme.

La température [2, 19] ou le milieu environ-
nant [8, 12, 14, 15] ont un effet bien connu
sur le mouvement des spermatozoides.
Nous avons précédemment montré que
Vaugmentation de la vitesse de progression
linéaire des spermatozoides humains avec
la température est de I'ordre d’'un um/s/°C
[2]. Dans le plasma séminal la valeur
moyenne de ’ensemble des parametres
mesurés augmente significativement en
fonction de la température ; un phénomeéne
similaire est observé apres centrifugation
sur gradient de percoll et incubation d’au
moins une demi-heure dans un milieu capa-
citant et les différences entre les deux types
d’environnement sont également impor-

tantes (Tableau 1) : les parameétres du mou-
vement, & 'exception de la linéarité qui est
plus basse, ont des valeurs moyennes tres
supérieures aprés élimination du plasma
séminal et resuspension dans un milieu
capacitant. Ces résultats indiquent la
nécessité d’effectuer les analyses a des tem-
pératures fixes et d’adapter la précalibra-
tion des systémes aux conditions environne-
mentales des spermatozoides.

La fréquence d’acquisition joue un réle fon-
damental [16]. La durée d’acquisition joue
également un role important : 4 60 Hz une
acquisition pendant 1/6éme de seconde ne
permet pas d’obtenir des résultats valides
notamment de ALH et VSL (définitions des
parametres données dans le tableau 1) ; au
contraire, I'acquisition sur des périodes de
1/2s a 3/4 de seconde permet d’obtenir une
évaluation correcte du comportement ciné-
tique des spermatozoides.

La méthode de calcul de la vitesse moyenne
et de Yamplitude qui dépend des systémes -
et n’ est pas contrdlable par l'opérateur -
modifie sensiblement les valeurs calculées
de ces parameétres. Dans la méthode “de lis-
sage fixe” la valeur de ALH est calculée a
partir des valeurs moyennes des distances
orthogonales de la trajectoire a la trajectoi-
re moyenne. Dans la méthode de “lissage
adaptatif”, le tracé de la trajectoire moyen-

Tableau 1 : Effets de la température et du milieu de suspension (sperme frais ou
resuspendu dans un milieu capacitant, apres centrifugation sur gradient de percoll) des
spermatozoides sur la valeur moyenne des parameétres du mouvement (mesures a partir d'
une bande vidéo, au moins 200 cellules analysées a 60 Hz pendant 0,55 dans une
microcellule de 20 um de profondeur ; Systéme CTS, Motion Analysis Co).(Données

personnelles non publiées).

Sperme frais

milieu B2

Parametres

mesurés* 25°C 37°C 25°C 37°C
VSL 24 38 32 50
VCL 61 85 96 119
LIN 40 46 34 41
ALH 3,1 41 5,4 6,2

* selon les normes de ' OMS (17), VSL : vitesse de progression linéaire, um/s ; VCL : vitesse curvilinéaire, um/s ;
LIN : linéarité de trajectoire, % ; ALH : amplitude de débattement latéral de la téte,um..



ne et le calcul de ALH sont beaucoup plus
dépendants des variations instantanées de
forme de la trajectoire : il existe ainsi une
correspondance parfaite entre les points de
la trajectoire réelle 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 variées : cette derniere méthode rend
mieux compte de I’hétérogénéité cinétique
des populations spermatiques analysées..

C’est I'observateur qui définit le seuil de
détection des spermatozoides quelle que soit
la méthode algorithmique employée. Le
seuil fait varier de facon importante les
valeurs des parameétres mesurés comme
I’'indique le tableau 2. Par exemple, la
concentration est sous estimée avec un seuil
trop élevé (sous détection), des spermato-
zoides ne sont pas comptés ; inversement,
un seuil trop bas (surdétection) induit des
artefacts électroniques qui surestiment le
nombre de particules présentes 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 a pour conséquence
de surestimer le pourcentage de spermato-
zoides mobiles comme l'indique le tableau 2 ;
les paramétres du mouvement sont égale-

ment affectés par une détection incorrecte.

Le choix de la chambre d’analyse utilisée
revét également une grande importance. Il
a été montré que la chambre de Makler
fausse les mesures de concentration et
contraint le mouvement des spermato-
zoides [9]. Dans notre expérience, avec des
microcellules (ucell; Fertility Technology)
de 12 microns d’épaisseur, la vitesse curvi-
linéaire est surestimée, probablement a
cause de la contrainte du débattement fla-
gellaire. Par ailleurs, 'utilisation de
chambres trop profondes (50 pum) résulte
en une hétérogénéité de distribution des
spermatozoides dans la profondeur : il est
possible que dans de telles chambres les
calculs soient biaisés, les valeurs des
paramétres mesurés pouvant ne caractéri-
ser qu’'une sous population de spermato-
zoides différente 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 possibilité d'un mouvement tridi-
mensionnel plus marqué (en particulier
lors de la capacitation) est certainement
plus grande. Selon un expertise de 'OMS,
des chambres d’analyse d’'une profondeur
de 20 microns semblent adéquates pour
éviter ces problémes pour les spermes
frais et préparés [17].

Tableau 2 : Effets du choix du seuil de détection des tétes des spermatozoides, S, (2000
niveaux de gris, 0 = blanc, 1999 = noir). (sperme frais, mesures @ partir d'une bande vidéo,
au moins 200 cellules analysées a 60 Hz pendant 0,5s dans une microcellule de 20 um de
profondeur; Systéme CTS, Motion Analysis Co).(Données personnelles non publiées).

Paramétres mesurés* S=1210 S =1066 S =992
sous-détection détection correcte surdétection
Nombre d'éléments comptés 137 203 352
CON 11 17 32
MOT 47 52 68
VSL** 37 33 28
VCL** 81 i 78
LIN** 49 46 35
ALH** 4,0 3,7 5,1

* selon les normes de ' OMS (17), CON : concentration, x106/ml ; MOT : pourcentage de spermatozoides mobiles ;
VSL : vitesse de progression linéaire, pm/s; VCL : vitesse curvilinéaire, um/s ; LIN : linéarité de trajectoire, % ;
ALH : amplitude de débattement latéral de la téte, um. ** valeur moyenne.



COMPARAISONS DES RESULTATS
OBSERVATEUR/SYSTEME ET ENTRE
SYSTEMES

De tels systémes sont réputés ne pas four-
nir des mesures correctes de la concentra-
tion spermatique. Nous avons étudié le
degré de concordance entre mesure manuel-
le et mesure automatisée (Figure 1A) : sur
une large gamme de concentrations, la cor-
rélation est assez satisfaisante et il n'existe
pas de différence significative entre les
valeurs moyennes fournies par les deux
méthodes. Il est intéressant de noter
qu’avec le systeme employé (CTS, Motion
Analysis Co), un contréle de la taille du
champ analysé aboutissant a4 une “dilution
électronique” par une réduction ajustable
de la taille du champ autorise des mesures
sans dilution physique pour des spermes
trés concentrés (Figure 1A) ; cependant,
cette méthode ne résoud pas pour autant le
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probléme des croisements de trajectoires.
La corrélation entre résultats fournis par 2
systémes, HTM (Hamilton-Thorn) et CTS,
pour la concentration - apres dilution si la
concentration excéde 40 millions par ml et
moyennant une standardisation trés rigou-
reuse de Panalyse - est trés bonne et les
valeurs moyennes ne different pas significa-
tivement des valeurs trouvées par l'analyse
manuelle [6] (Figure 1B). Entre machines, il
existe une différence significative des
valeurs moyennes de concentration ; cette
différence est peu importante et selon les
auteurs de cette étude, elle n’a probable-
ment pas de signification biologique [6]. La
corrélation entre résultats de 'analyse de la
mobilité, manuelle et par le CTS (Figure
2A), est moins bonne que pour la concentra-
tion. DAvVIS et KATZ ont obtenu des résultats
similaires [6] (Figure 2B). Par contre la
concordance des résultats obtenus par les
machines HTM et CTS est remarquable.
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Figure 1 : A. Comparaison des valeurs moyennes (ESM) de la concentration en
spermatozoides (x 106/ml) par mesure manuelle et automatisée (CTS, Motion Analysis Co,
30 Hz, analyse directe sans dilution) et corrélation entre méthodes (n = 19 ; données
personnelles non publiées). B. Comparaison des valeurs moyennes (ESM) de la
concentration en spermatozoides (x 106/ml) par mesure manuelle et automatisée (CTS,
Motion Analysis Co ; HTM, Hamilton Thorn) et corrélation entre machines, d'aprés Davis
et Katz (6 ; n = 30, 30 Hz, bandes vidéo, dilution si concentration > 40 x 105/ml).
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Figure 2 : A. Comparaison des valeurs moyennes (ESM) du pourcentage de spermatozoides
mobiles par mesure manuelle et automatisée (CTS, Motion Analysis Co, 30 Hz, analyse
directe sans dilution) et corrélation entre méthodes (n = 19 ; données personnelles non
publiées). B. Comparaison des valeurs moyennes (ESM) du pourcentage de spermatozoides
mobiles par mesure manuelle et automatisée (CTS, Motion Analysis Co ; HTM, Hamilton
Thorn) et corrélation entre machines, d'aprés Davis et Katz (6 ; n = 30, 30 Hz, bandes vidéo,

dilution si concentration > 40 x 106/ml).

Concernant les paramétres du mouve-
ment, sous réserve d'une standardisation
trés rigoureuse de la calibration de chaque
machine, KATZ et DAVIS ont montré une
bonne concordance des résultats entre les
2 machines [6] (Figure 3 A-B-C) avec tou-
tefois une valeur de ALH systématique-
ment plus élevée avec le systéme HTM
qu’'avec le systeme CTS, cet écart étant
probablement dd a la différence des algo-
rithmes pour leur calcul dans les versions
des 2 machines utilisées [6]. Nous avons
trouvé des résultats divergents pour cer-
taing des parameétres mesurés comparant
3 systemes (HTM, CTS et le systeme fran-
cais Speed Sperm, JCD International)
dont les versions présentaient des diffé-
rences matérielles et logicielles impor-
tantes {3].
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RECOMMANDATIONS POUR UNE
ANALYSE STANDARDISEE

Toutes ces données indiquent qu’'une stan-
dardisation rigoureuse de l'analyse est un
pré-requis indispensable pour obtenir des
résultats fiables. Des recommandations
dans le but d’analyse standardisée sont pro-
posées (Tableau 3).

CONCLUSION

Une standardisation de 'analyse du sperme
par les systemes actuels de microvidéogra-
phie assistée par ordinateur est indispen-
sable. Des notions de base de la technologie
de ces systémes, une bonne connaissance de
la physiologie spermatique et une rigueur
dans toutes les étapes de 'analyse sont des
pré-requis essentiels pour garantir une ana-
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Figure 3 : Corrélation entre machines (HTM, Hamilton Thorn et CTS, Motion Analysis Co)
des mesures de la vitesse de progression linéaire (VSL), de la vitesse curvilinéaire (VCL) et
de l'amplitude de débattement de la téte (ALH) et comparaisons des valeurs moyennes
(ESM) par les 2 machines, d'apres Davis et Katz (6 ; n = 30, 30 Hz, bandes vidéo, dilution si

concentration > 40 x 106/ml).

lyse fiable car ces systémes ne sont pas des
automates “prét a4 'emploi”. Dans leur état
actuel, sous réserve d’une bonne pratique,
ces systemes sont utiles pour l'analyse de
routine du sperme humain (concentration/
mobilité) et indispensables pour I'évalua-
tion de la fonction cinétique en routine et en
recherche. La technologie de ces systémes
reposant sur la vision par ordinateur évolue
comme l'illustrent les développements
actuels, matériel et logiciel. Elle offre un
potentiel intéressant d’applications pour le
laboratoire d’andrologie, tant pour 'analyse
de routine (morphologie, analyse de
spermes décongelés) que pour des analyses
de la qualité fonctionnelle des spermato-

zoides (taux de réaction acrosomique, quan-
tification de marqueurs, ...).
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Tableau 3 : Recommandations pour une analyse standardisée.

1. prélevement de sperme au laboratoire, maintien & température contrélée (37°C) jusqu' a l'analyse (
37°C),

2. analyse en contraste de phase dans 1'heure qui suit le prélevement (pour un sperme préparé sur
gradient de percoll, analyse au minimum 1/2 h apres centrifugation) dans une chambre prévue a
cet effet (épaisseur de la préparation = 20 pm),

3. si concentration 50x106/ml, diluer dans du PBS, éventuellement dans du plasma séminal
homologue,

4. enregistrer sur bande vidéo les spermes a analyser (contréle de qualité de 1'analyse),

5. ajuster les seuils de vitesse et les seuils de taille pour I'élimination des débris et autres cellules de
fagon optimale (intérét des bandes vidéo et de la fonction "playback"),

6. analyse sur des périodes d'une demie seconde au moins, a 30 Hz pour le sperme frais, a 60 Hz pour
des spermatozoides dans un milieu capacitant,

7. seuil de détection choisi de telle maniére que mesures de concentration manuelle et par le
systéme soient identiques (aprés préparation, une trés légére surdétection peut étre utile pour
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ABSTRACT

Technology, methodological bias and
guidelines for standard procedures

Jacques AUGER

Computer-aided sperm analysis
(CASA) was developed in the last deca-
de to overcome the problems related to
the inherent subjectivity of manual
semen analysis. A typical CASA system
includes a video camera, a microscope
equiped with phase optics and a war-
ming stage, a microcomputer with
hardware and software dedicated to
motion analysis, a monitor and a prin-
ter. The image of the sperm cells under
the microscope is transformed into dis-
crete pixels producing a voltage pro-
portional to the intensity of the light
as light strikes the camera’s CCD
array. In standard video technology,
the first field (set of rows ; odd lines) is
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scanned in one sixtieth of a second and
remains illuminated, then the alterna-
te set of rows (even lines) is scanned in
the next one sixtieth of a second to dis-
play the complete video frame which
requires one thirthieth of a second.
The first step called digitization is the
encoding of video pixels as numbers
following a gray level scale between
white and black. From this process the
detection of the sperm heads in the
field is performed and repeated on a
field by field basis. The centroid coor-
dinates of the sperm heads in the field
are calculated and sequentially trans-
mitted to the hard disk. A path finder
algorithm connects the centroids
through time allowing the reconstruc-
tion of trajectories and the calculation
of various parameters. Many factors
modulating CASA measurements can
invalidate the results of analysis.
Consequently, a standardization of
CASA is necessary. Various guidelines
for accurate analysis are proposed.

In summary, basic knowledge on
sperm physiology, CASA technology
and rigorous standardized conditions
of analysis are required for providing
reliable and accurate results because
CASA systems are not ready-to-use
“robots”. CASA is useful for routine
semen analysis and essential for the
measurement of sperm kinematics for
clinical as well as for research pur-
poses.

Key-words : computer aided sperm analysis ;
microvideography ; standard procedures ; human
sperm



