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NOWE, SZOSTE WYDANIE REKOMENDACJI WHO Z 2021 ROKU DOTYCZACE BADANIA NASIENIA

l Streszczenie

Badanie nasienia stanowi pierwszy etap diagnostyki u mezczyzny z nieptodnej pary. Wynik badania ukierunkowuje dalsze dziatania
diagnostyczne w celu wyjasnienia przyczyn nieptodnosci pary i ewentualnego podjecia leczenia przyczynowego. Wydawane od przeszto
40 lat podreczniki Swiatowej Organizacji Zdrowia, stanowia podstawe standaryzacji procedur wykonywanych podczas badania oraz
stosowanych wartosci referencyjnych w laboratoriach seminologicznych na catym $wiecie. W roku 2021, po 11 latach od ostatniego
wydania, opublikowana zostata najnowsza 6. juz edycja tego podrecznika. W ponizszym artykule zaprezentowane zostana najistotniejsze
zmiany dotyczace procedur podstawowego badania nasienia w poréwnaniu do poprzednich wytycznych z roku 2010. Przedstawione
zostang takze dodatkowe testy seminologiczne, ktére zostaty zamieszczone w dwéch oddzielnych rozdziatach, jako testy stanowiace
rozszerzong lub zaawansowana ocene nasienia, czynnosciijakosci plemnikéw. Oméwione zostang takze zalecenia i zmiany dotyczace
interpretacji wyniku badania nasienia z wykorzystaniem tzw. ,wartosci referencyjnych”.

Stowa kluczowe: nieptodnosé meska, diagnostyka, badanie nasienia

B Abstract

Semen examination is the first step of diagnosis of a man from an infertile couple. The obtained result directs further diagnostic work-up
in order to clarify the causes of the couple’s infertility and to implement treatment. The manuals of the World Health Organization,

which have been published for over 40 years, are the basis for the standardization of procedures performed during examination and

the reference values used in seminology laboratories all around the world. In 2021, 11 years after the last edition, the latest 6t edition

of this manual was published. The following article presents the most significant changes to the basic semen examination procedures
compared to the previous guidelines from 2010. Additional seminological tests, which have been included in two separate chapters, as
an extended or advanced evaluation of semen, sperm function and quality, are also presented. Recommendations and changes regarding
the interpretation of the semen examination result using the so-called “reference values” are discussed.

Keywords: male infertility, diagnostics, semen examination

B Skréty / Abbreviations

CASA - analiza nasienia wspomagana komputerowo (ang. computer assisted sperm analysis); ELISA — enzymatyczny test immunosorbentowy
(ang. enzyme-linked immunosorbent assay); EQC — zewnetrzna kontrola jakosci (ang. external quality control); FISH — fluorescencyjna hybrydy-
zacja in situ (ang. fluorescent in situ hybridization); IQC — wewnetrzna kontrola jakosci (ang. internal quality control); ISO - Miedzynarodowa
Organizacja Normalizacji (ang. International Organization for Standardization); MACS — magnetycznie aktywowane sortowanie plemnikéw
(ang. magnetic activating cell storting); MiOXSYS — system do oceny potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego w nasieniu (ang. male inferti-
lity oxidative system); SCD — test dyspersji chromatyny plemnika (ang. sperm chromatin dispersion test); TEAC — ocena catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej nasienia w oparciu ekwiwalent potencjatu przeciwutleniajcego troloksu w reakeji z rodnikiem ABTS+ (ang. trolox eqiu-
valent antioxidant capacity); TMPC — catkowita liczba plemnikéw o ruchu postepowym (ang. total progressive motile sperm count); TUNEL —
znakowanie konicow nacie¢ nici DNA za posrednictwem terminalnej transferazy deoksynukleotydowej (ang. terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end-labeling); TZI — wskaznik teratozoospermii (ang. teratozoospermia index); WHO — Swiatowa Organizacja
Zdrowia (ang. World Health Organization)

B Wstep

Nieptodno$¢ wg definicji Swiatowej Organizacji zdrowia
(WHO, ang. World Health Organization) to niemozno$¢
uzyskania ciazy przez okres 12. miesiecy, mimo regular-
nych stosunkéw piciowych (2-4-krotnie/tydzien), bez
stosowania metod antykoncepcyjnych (Zegers-Hochschild
i wsp., 2017). Szacuje sie, ze dotyka ona obecnie od 8
nawet do 16% par w wieku rozrodczym na catym swiecie
(Inhorn i Patrizio, 2015; Vander Borght i Wyns,2018,
Agarwal i wsp., 2020; Minhas i wsp., 2021). Wedtug raportu
Sekgji Ptodnosci i Nieptodnosci Polskiego Towarzystwa
Ginekologicznego w Polsce boryka sie z nig okoto miliona
par, z czego wiekszo$¢ nie pozostaje pod opieka spe-
cjalistycznych osrodkéw zajmujacych sie kompleksowa

diagnostyka i leczeniem zaburzen ptodnosci (Janicka
i wsp., 2015). Jednak warto zaznaczy¢, ze ze wzgledu
na brak rzetelnych rejestréw i statystyk dotyczacych nie-
plodnosci, skala problemu moze by¢ w naszym kraju nie-
doszacowana. Wedtug danych miedzynarodowego pro-
jektu Global Burden of Diseasew latach 1990-2017 czesto$¢
wystepowania nieptodnosci wzrastata rocznie 0 0,291%
wéréd mezczyznio 0,370% wsrédkobiet (Sun i wsp., 2017).

Czynnik meski, jako jedyna przyczyna nieptodnosci
lub w potaczeniu z czynnikiem zeriskim, odpowiedzialny
jest za okoto 50% przypadkéw zaburzen ptodnosci pary
(Thonneau i wsp., 1991; Anderson i wsp., 2009; Agarwal
i wsp., 2021).Szacuje sie, ze co najmniej 30 milionéw
mezczyzn na caltym $wiecie boryka sie z problemem nie-
plodnosdi, przy czym wyzszy odsetek zaburzen wystepuje
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w Europie Wschodniej (8-12%) w poréwnaniu na przy-
ktad z Australig (8-9%) czy Ameryka Pétnocna (4,5-6%)
(Agarwal i wsp., 2015).

Pierwszym etapem diagnostyki zaburzen meskiej
plodnosci jest badanie nasienia. Jego wynik ukierunko-
wuje dalsze dzialania diagnostyczne w celu wyjasnienia
przyczyn nieptodnosci pary i ewentualnego podjecia
leczenia przyczynowego. Od przeszto 40 juz lat ocena
parametréw nasienia opiera sie na standardach zawartych
w podreczniku WHO, ktérego pierwsza edycja opubliko-
wana byta w roku 1980 (WHO, 1980). W ciagu kolejnych
30 lat pojawily sie jego cztery zaktualizowane wersje—
w roku 1987 (WHO, 1987),1992 (WHO, 1992), 1999
(WHO, 1999) 1 2010 (WHO, 2010). W lipcu 2021 roku,
po prawie 11 latach od ostatniego 5. wydania podrecz-
nika, ukazata sie jego ostatnia, 6. edycja (WHO, 2021).

W ponizszym artykule oméwione zostang najistot-
niejsze zmiany dotyczace procedur podstawowego badania
nasienia jakie zostaty wprowadzone w 6. wydaniu pod-
recznika w poréwnaniu z jego poprzednia wersja z roku
2010. Przedstawione zostana takze dodatkowe testy semi-
nologiczne, ktére zostaly zamieszczone w dwéch oddziel-
nych rozdziatach jako testy stanowiace rozszerzona lub
zaawansowana ocene nasienia, gtéwnie dotyczace oceny
czynnosci ijakosci plemnikéw. Omdéwione zostang takze
zalecenia i zmiany dotyczace interpretacji wyniku badania
nasienia z wykorzystaniem tzw. ,wartosci referencyjnych”.

I Podrecznik WHO 2021 - jakie zmiany
i nowosci?

Podobnie jak w poprzedniej, 5. edycji podrecznika z roku
2010 takze w aktualnym wydaniu, w rozdziale doty-
czacym podstawowej analizy nasienia, przedstawione
sa w sposéb szczegbtowy, krok po kroku, wszystkie proce-
dury wykorzystywane przy ocenie poszczegdlnych para-
metréw. Niektore z nich uleglty modyfikacji zwigzanej
z wykonywaniem samej procedury i prezentacja wynikéw
(ocena koncentracji, ruchliwosci, morfologii). W prze-
ciwienistwie do wczeéniejszych wydan podrecznika,
obecnie WHO rekomenduje wykorzystywanie tylko jednej
metody do oceny danego parametru nasienia np. metody
barwienia prébek do oceny zywotnosci czy morfologii
plemnikéw, lub metody pomiarowej do oceny objetosci
probki. Autorzy podkreslaja wage zliczania odpowiedniej
liczby plemnikéw przy wykonywaniu oceny poszczegdl-
nych parametréw nasienia — co najmniej po 200 plem-
nikéw w dwdch powtérzeniach (razem co najmniej 400).
Wszystko powyzsze ma na celu uzyskanie jak najwyz-
szego stopnia standaryzacji wykonywanych procedur
oraz poprawe doktadnosci i precyzji a tym samym wia-
rygodnosci wyniku. Niewatpliwie $ciste stosowanie reko-
mendowanych procedur przez diagnostéw skutkowac
bedzie mozliwoscig poréwnywania wynikéw uzyskanych
z 16znych laboratoriéw czy to w celach diagnostycznych
czy naukowych. Mozliwe jest uzywanie innych metod, niz
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rekomendowane, w danym laboratorium (inna komora
zliczeniowa, inna metoda barwienia), jednakze, w takich
sytuacjach nalezatoby dokonac wewnetrznej walidacji
pod wzgledem spéjnosci wynikéw z wynikami uzyski-
wanymi z wykorzystaniem metody rekomendowane;j.

Najwazniejsza zmiang i nowoscia przedstawiong
w 6. wydaniu podrecznika jest rezygnacja z pojecia tzw.
,wartosci referencyjnych”, ktére byty do tej pory zawsze
prezentowane w poprzednich jego edycjach.

Kolejna istotng aktualizacjg jest dodanie dwoch roz-
dziatéw dotyczacych uzupetniajacych testéw semino-
logicznych majacych na celu m.in. ocene jakoscii czyn-
nosci plemnikéw, ocene innych komérek znajdujacych
sie w nasieniu, czy tez ocene markeréw stanéw zapal-
nych w meskim uktadzie ptciowym. Wsrdd testéw tych
znalazly sie zaréwno niektore testy prezentowane juz
w poprzedniej, 5. edycji podrecznika jako tzw. ,testy
opcjonalne” lub ,procedury naukowe”, jak i zupetnie nowe
testy, ktore zostaty wprowadzone do aktualnego podrecz-
nika po raz pierwszy. W rozdziatach tych, podobnie jak
w rozdziale dotyczacym podstawowego badania nasienia,
przedstawiono krok po kroku procedury wykonywania
wiekszosci zaprezentowanych testéw oraz interpretacje
ich wynikéw. Usuniete zostaly przestarzate testy takie
jak testy penetracji plemnikéw do $luzu szyjkowego czy
tez testy interakeji plemnika z komérka jajowa.

Rozdziaty dotyczace przygotowywania plemnikéw
do procedur wspomaganego rozrodu lub krioprezerwacji
zostaty uaktualnione o bardziej szczegétowy opis stosowa-
nych protokotéw oraz wprowadzenie po raz pierwszy opisu
procedury magnetycznego aktywowanego sortowania plem-
nikéw (MACS, ang. magnetic activating cell storting)* czy tez
procedury witryfikacji. Rozdziaty dotyczace kontroli jakosci
w laboratorium seminologicznym zostaty wzbogacone
o praktyczne przykiady i bardziej szczegdtowe wyjasnienia,
jak zminimalizowa¢ btedy przy wykonywaniu badania.

Zmiany w procedurze podstawowego
badania nasienia

Ocena makroskopowa

Ocena makroskopowa obejmuje szereg obserwacji
zwiazanych z cechami fizyko-chemicznymi ejakulatu
(plazmy nasienia) i nie ulega watpliwo$ci, ze nieprawi-
dlowosci obserwowane w analizowanych parametrach,
tj.: objetos¢ ejakulatu, lepkosé, czas uptynnienia, pH
czy barwa, dostarczajg istotnych klinicznie informacji,
przede wszystkim o czynnosci dodatkowych gruczotéw
plciowych. Ocena tych parametréw nie ulegata istotnym
zmianom w nowej edycji podrecznika.

1 Jest to metoda magnetycznej separacji plemnikéw wykazujacych cechy
apoptotyczne. Komérki nieprawidlowe majace na powierzchni swojej btony
komérkowej fosfatydyloseryne sa zdolne do wigzania sie z aneksyna V opta-
szczajaca kulki magnetyczne, ktére sa zatrzymywane na kolumnie. W ten spo-
s6b plemniki niezwigzane, przechodzace przez kolumne stanowia populacje
komoérek prawidtowych o potencjalnie integralnym genomie (przyp. red.).
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Nowoscia w ocenie makroskopowej probki jest
dodanie oceny zapachu nasienia i odnotowywanie
na wyniku stanu, kiedy wyczuwalny jest silny zapach
moczu lub gnicia co moze mie¢ znaczenie kliniczne (np.
wskazywac na infekcje bakteryjne i stany zapalne). Nalezy
jednak wzia¢ pod uwage, ze ocena zapachu jest oceng
wysoce subiektywna, tym samym standaryzacja tego
parametru jest utrudniona.

Jedyna rekomendowana obecnie metoda oceny obje-
tosci nasienia jest metoda wagowa, dajaca najwyzsza
doktadnos¢ pomiaru (Cooper i wsp., 2007). Metoda bez-
posrednia — oddanie prébki do specjalnego wykalibro-
wanego cylindra o szerokim ujéciu — przedstawiana jako
metoda alternatywna w 5. wydaniu podrecznika zostata
usunieta. Precyzyjna ocena objetodci ejakulatu jest bardzo
istotna, gdyz odzwierciedla ona aktywno$¢ wydzielnicza
gruczotéw dodatkowych meskiego uktadu ptciowego
(najadrzy, pecherzykdéw nasiennych, gruczotu krokowego,
gruczotéw Cowpera) oraz wydajnosc skurczowg mieéni
gtadkich. Wykorzystywana jest ona takze do wyliczania
catkowitej liczby plemnikdw, czy tez innych komérek oraz
catkowitej iloci markeréw biochemicznych w ejakulacie.

Ocena mikroskopowa

Ruchliwos¢ plemnikéw
Jedna z najbardziej znaczacych zmian w ocenie mikro-
skopowej ejakulatu dotyczy ruchliwosci plemnikéw.
Przywrécony zostat podziat na 4 kategorie ruchu: 1) ruch
postepowy szybki, 2) ruch postepowy wolny, 3) ruch
w miejscu oraz 4) brak ruchu. Podziat ten obowigzywat
w 3.1 4. wydaniu, a zostat pominiety w wydaniu 5. pod-
recznika, w ktérym wyrézniono tylko jeden typ ruchu
postepowego, bez wzgledu na szybkosc¢ z jaka plemnik sie
poruszat. Autorzy 5. wydania podrecznika argumento-
wali wprowadzenie tej zmiany faktem, ze doktadna ocena
szybkosci ruchu plemnikéw moze stanowic problem dla
pracownikéw laboratoriéw, co z kolei bedzie prowadzi¢
do btednej klasyfikacji plemnikéw do danej kategorii
ruchu postepowego, i tym samym uzyskiwania niewia-
rygodnych wynikéw przeprowadzonej analizy (Cooper
i Yeung, 2006). Jednakze, decyzja ta spotkata sie z falg
krytyki skierowana do Autoréw podrecznika, gléwnie
przez srodowisko klinicystéw, ktérzy wskazywali na ist-
nienie badan, z ktérych jednoznacznie wynika, ze iden-
tyfikacja plemnikéw wykazujacych szybki ruch poste-
powy jest istotna klinicznie (Aitken i wsp., 1985; Irvine
i Aitken, 1986; Mortimer i wsp., 1986; Comhaire i wsp.,
1988; Barratt i wsp., 1992; Bollendorf i wsp., 1996; Van
den Bergh i wsp., 1998; Sifer i wsp., 2005; Bjérndahl, 2010;
Eliasson, 2010; Barratt i wsp., 2011).

Tak wiec, powyzsza krytyka zostata uwzgledniona
w aktualnym wydaniu podrecznika, a kwalifikacja plem-
nikéw do danej kategorii ruchu opiera sie o nastepujace
kryteria:
1) ruch postepowy szybki (>25 pm/s) — plemnik poru-

szajacy sie ruchem postepowym zaréwno liniowo,

jak ipo duzym okregu, pokonujacy w ciggu sekundy

dystans co najmniej 25 pm — czyli odlegtos¢ odpo-

wiadajaca co najmniej 1/2 dtugosci witki;

2) ruch postepowy wolny (od 5 do <25um/s) — plemnik
poruszajacy sie ruchem postepowym zaréwno liniowo,
jakipo duzym okregu, pokonujacy w ciagu sekundy
dystans od 5 do <25 um- czyli odlegtos¢ odpowiada-
jaca zakresowi od co najmniej jednej dtugosci gtéwki
do mniej niz 1/2 dtugosci witki;

3) ruch w miejscu (<5 pm/s) — wszystkie inne typy ruchu
plemnika, bez oznak ruchu postepowego, np. poru-
szanie sie plemnika po matym okregu, przy czym
dystans pokonany w ciagu sekundy przez gtéwke
plemnika wynosi <5 um — czyli odlegtos¢ mniejsza
od dtugosci ghéwki;

4) brak ruchu — brak jakiegokolwiek aktywnego ruchu
witki plemnika.

Poniewaz szybkosc z jaka plemniki poruszaja sie jest
w duzym stopniu zalezna od temperatury, to rekomen-
duje sie aby analiza ta byta wykonywana w warunkach
wystandaryzowanej temperatury, najlepiej w 37°C, co uzy-
skuje sie poprzez pre-inkubacje samej prébki jak i szkietek
podstawowych i nakrywkowych w cieplarce, a nastepnie
ocene ruchu w mikroskopie zaopatrzonym w podgrze-
wany stolik z regulacja temperatury. Wykonywanie oceny
ruchliwos$ci plemnikéw w temperaturze pokojowej jest
bardziej problematyczne. Wedtug definicji zakres tempe-
ratury pokojowej jest doé¢ szeroki (15-25°C), tym samym
temperatura ta moze réznic sie znacznie w poszcze-
gélnych laboratoriach, co utrudnia jej standaryzacje.

Podobnie jak w poprzednich wydaniach, w celu uta-
twienia analizy, WHO rekomenduje uzycie okularu
z siatka, w szczegdlnosci przy prébkach z duza liczba
plemnikéw.

Autorzy podrecznika podkreslaja biologiczne zna-
czenie wyliczonej catkowitej liczby plemnikéw o ruchu
postepowym (TMPC, ang. total progressive motile sperm
count). Rzeczywiscie, wiele badan wskazuje, ze TMPC
wydaje sie by¢ lepszym predyktorem uzyskania cigzy
(w sposéb naturalny lub z wykorzystaniem metod rozrodu
wspomaganego medycznie), czy tez oszacowania czasu
do uzyskania ciagzy, niz pojedyncze parametry nasienia
(Hamilton i wsp., 2015; Borges i wsp., 2016a, Borges, 2016b,
Keihani i wsp., 2021, Madbouly i wsp., 2017).

Pojawity sie juz glosy krytyczne odnosnie powrotu
do rozrézniania w badaniu manualnym dwdch kategorii
ruchu postepowego w zaleznosci od szybkosci poruszania
sie plemnikéw. Uwaza sie, ze mniej podatnym na btedy
w analizie, i bardziej przydatnym w ocenie potencjatu
plodnosci mezczyzny mogloby by¢ jakosciowe zréznico-
wanie ruchu postepowego na: liniowy i nieliniowy (Paoli
iwsp., 2011; Paoli i wsp., 2021).

Zywotnos¢ plemnikéw

Obecnie testem rekomendowanym do oceny zywotnosci
plemnikéw jest test eozyna-nigrozyna, ktéry ocenia inte-
gralno$¢ btony komoérkowej plemnika. W aktualnej edycji
podrecznika poprawiono kryteria klasyfikacji plemnikéw
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jako martwych i zywych w oparciu o powyzszy test.
[ tak, do zywych zaliczamy tylko plemniki o gtéwkach
niezabarwionych eozyna, natomiast plemniki o gtéw-
kach czerwonych, rézowych lub bladorézowych klasy-
fikowane sg jako niezywe. Dodatkowo, do zywych zali-
czane sa takze plemniki wykazujace tylko nieznaczne
podbarwienie eozyna w regionie szyjki (tzw. nieszczelna,
przeciekajaca btona szyjki), podczas gdy reszta gtéwki
pozostaje niezabarwiona. W 5. edycji podrecznika plem-
niki o gtéwkach bladorézowych byty mylnie zaliczane
do plemnikéw zywych (Bjorndahl i wsp., 2003).

Cho¢ ocena zywotnosci moze by¢ wykonywana ruty-
nowo dla kazdej prébki, to nie jest ona konieczna jesli
odsetek plemnikéw wykazujacych ruch wynosi powyzej

Jedno z dwoch pdl zliczeniowych

40% (ruch catkowity). Z kolei, przy prébkach z niskim
odsetkiem ruchliwych plemnikéw lub przy braku ruchli-
wych plemnikéw, istotne klinicznie moze by¢ wyliczenie
odsetka zywych i nieruchomych plemnikéw. Autorzy pod-
recznika sugeruja, ze jesli w prébce takiej odsetek plem-
nikéw zywych i nieruchomych wynosi ponad 25-30%
to moze to wskazywac na wystepowanie zaburzen gene-
tycznych budowy witki. W takiej sytuacji maze nie by¢
mozliwosci poprawy ruchliwosci plemnikéw poprzez
leczenie.

Koncentracja plemnikéw
Podobnie jak w poprzednich edycjach podrecznika reko-
mendowanga komorg zliczeniowa do oceny koncentracji

Siatka nr 5
(liczba zliczanych duzych kwadratow)
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(zaznaczony na czerwono)
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w lewym gérnym duzym
kwadracie siatki nr 5

(zaznaczony na czerwono)

25 duzych kwadratéw — cata siatka nr 5

10 duzych kwadratéw

5 duzych kwadratéw

~>

Jesli nie uzyska sie liczby 200 plemnikéw po zliczeniu catej siatki nr 5 (25 duzych kwadratéw), to nalezy
rozszerzy¢ obszar zliczania o siatki obwodowe pola zliczeniowego (siatki nr 1,2,3,4,6,7,8,9)

Ryc. 1. Schemat postepowania przy ocenie koncentracji plemnikéw z wykorzystaniem udoskonalonej komory Neubeuera. Lewy panel - jedno z pél zliczeniowych

komory z 9-cioma siatkami. Prawy panel — siatka srodkowa (nr 5), sktadajaca sie z 25 duzych kwadratéw otoczonych potréjna liniag. W lewym panelu,

w siatce srodkowej nr 5, zaznaczony jest na czerwono lewy, gérny duzy kwadrat. Iloé¢ plemnikéw zliczonych w tym kwadracie determinuje ilos¢ duzych

kwadratow, z ktérych zliczane sa plemniki w siatce nr 5. Jesli nie uzyska sie liczby 200 plemnikéw po zliczeniu catej siatki nr 5 (25 duzych kwadratow),
to nalezy rozszerzy¢ obszar zliczania o kolejne siatki obwodowe pola zliczeniowego (siatkinr 1,2,3,4,6,7,8,9)
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plemnikéw pozostata udoskonalona komora Neubauera
(Rycina 1), jednakze sama procedura zliczania plemnikéw
zostata uproszczona. Wprowadzono dodatkowe rozcien-
czenie dla prébek, w ktérych w preparacie przyzyciowym
w polu widzenia pod powiekszeniem 400x obserwuje sie
wiecej niz 200 plemnikéw lub pod powiekszeniem 200x
obserwuje sie wiecej niz 800 plemnikéw. Wprowadzone
rozcienczenie wynosi 1:50.

Pierwszym etapem procedury zliczania w komorze
jest ustalenie w ilu kwadratach srodkowej siatki (siatka
nr 5; Rycina 1), w jednym z pdl zliczeniowych komory,
trzeba bedzie zlicza¢ plemniki aby osiggna¢ liczbe co naj-
mniej 200. Etap ten opiera sie na obserwacji ile plem-
nikéw znajduje sie w lewym gérnym duzym kwadracie

One of the two sides of the chamber

srodkowej siatki. Jesli jest ich <10 — to w dalszej kolej-
noéci nalezy zliczy¢ plemniki z calej srodkowej siatki
(25 duzych kwadratéw), jeslijest ich 10-40 — to nalezy
zliczy¢ plemniki z 10 duzych kwadratéw, a jesli jest ich
>40- to nalezy zliczy¢ plemniki z 5 duzych kwadratéw
(najlepiej srodkowy i 4 znajdujace sie w rogach siatki)
(Rycina 1). Jesli w z géry okreslonej liczbie duzych kwa-
dratéw (5 lub 10) nie uda sie zliczy¢ 200 plemnikoéw,
nalezy rozszerzy¢ zliczanie o kolejne kwadraty (odpo-
wiednio 10 lub 25). Jesli oceniono wszystkie 25 duzych
kwadratéw w srodkowej siatce i nie zliczono przynaj-
mniej 200 plemnikéw, nalezy rozszerzy¢ obszar zliczania
o kolejne siatki obwodowe pola zliczeniowego (siatki
nr 1,2,3,4,6,7,8,9; Rycina 1). Zliczanie zawsze nalezy

Gridno 5
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If the number of 200 sperm is not obtained after counting the grid no. 5 (25 large squares), then the
counting area should be extended to the peripheral grids of the counting field (grids No. 1,2,3,4,6,7,8,9)

Fig. 1. Scheme of the assessment of sperm concentration using the improved Neubeuer chamber. Left panel — one of the counting fields of the chamber

with 9 grids. Right panel - central grid (No. 5), consisting of 25 large squares surrounded by a triple line. In the left panel, in the grid No. 5, the upper left

square is marked in red. The number of spermatozoa counted in this square determines the number of large squares from which the sperm are counted in

grid 5. If the number of 200 spermatozoa is not obtained after counting the entire grid no. 5 (25 large squares), then the counting area should be extended
with another peripheral grid of the counting field (grids no. 1,2,3,4,6,7,8,9)
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kontynuowac¢ do osiggniecia liczby przynajmniej 200
plemnikoéw, i po osiggnieciu tej liczby dokonczy¢ zli-
czany kwadrat/siatke.

Po zliczeniu plemnikéw w pierwszym polu zlicze-
niowym komory, nalezy dokonac zliczenia z tej samej
liczby siatek/kwadratéw w drugim polu zliczeniowym.
W celu wyliczenia koncentracji nalezy podzieli¢ sume
plemnikéw uzyskana z obu pdl zliczeniowych komory
przez odpowiedni wspétczynnik korekcji.

) o suma zliczonych plemnikow
Koncentracja plemnikéw mIn/mL =

wspotczynnik korekcji

Wspotczynnik korekeji uzalezniony jest od zastoso-
wanego rozcienczenia prébki oraz ilosci zliczanych kwa-
dratéw/siatek (Tabela 1).

Jesli w kazdym z pdl zliczeniowych rozszerzonej
komory Neubauera zliczono mniej niz 25 plemnikéw,
przy wspdtczynniku rozciericzenia 1:2, to koncentracja
plemnikéw w tej prébce wynosi <55 555/mL, a szacun-
kowy btad proby jest >14% (Cooper i wsp., 2006). W takim
wypadku na wyniku raportuje sie liczbe zliczonych plem-
nikéw z nastepujacym komentarzem: ,Zbyt mato zliczo-
nych plemnikéw aby mozliwe byto doktadne okreslenie
koncentracji (<56 000/mL)”".

W obecnym podreczniku podkreslona zostaje takze
potrzeba wyliczania i raportowania na wyniku catko-
witej liczby plemnikéw w ejakulacie, jako ze parametr
ten stanowi miare wydajnosci procesu spermatoge-
nezy, tym samym liczby plemnikéw przeniesionych

do zenskich drég rozrodczych podczas stosunku picio-
wego.

Dodatkowsa zmiana jest rekomendacja dotyczaca prze-
prowadzania doktadniejszej oceny niskich koncentracji
plemnikéw (<2 mln/mL), i raportowania ich na wyniku.
Przedstawiono kilka metod (mniej lub bardziej szacun-
kowych np. z wykorzystaniem jednorazowych komér
o duzej objetosci), ktére zwiekszaja doktadnosc i pre-
cyzje przeprowadzanej analizy. Nalezy jednak pamietac,
ze w takich przypadkach btad szacunkowy préby moze
by¢ wysoki (wyzszy niz rekomendowanych 5%), i w tej
sytuacji powinien by¢ zaraportowany na wyniku.

Morfologia plemnikéw

Barwieniem rekomendowanym do oceny morfologii
plemnikéw jest metoda Papanicolau, ktére daje naj-
lepsze efekty, jesli chodzi o uwidocznienie poszczegdl-
nych elementéw budowy plemnikéw oraz wystepujacych
w nich zaburzen. Przy uzyciu tego barwienia opracowy-
wano takze kryteria oceny plemnikéw - $ciste kryteria
Tygerber (inaczej $ciste kryteria Krugera) (Kruger i wsp.,
1988; Menkveld i wsp.,1990; Zollner i wsp., 1996; Franken
i wsp., 2000; Menkveld i wsp., 2003), ktére wykorzysty-
wane sg do oceny morfologii poczawszy od 5. wydania
podrecznika. Autorzy aktualnego podrecznika podkre-
$laja, ze termin ,prawidtowy plemnik” jest pod pewnym
wzgledem niejednoznaczny, gdyz powszechnie przyj-
muje sie, ze okreslenie to wyklucza obecnos¢ zaburzenia.
W przypadku meskich gamet ich prawidtowa morfologia

Tabela 1. Wartosci wspélczynnika korekeji do wyliczenia koncentracji plemnikéw w zaleznosci od zastosowanego rozcieniczenia

oraz liczby zliczonych duzych kwadratow siatki nr 5 lub zliczonych siatek w kazdym z pél zaliczeniowych (WHO, 2021)

Liczba zliczonych
duzych kwadratow w kazdym Liczba zliczonych siatek w kazdym z pdl zliczeniowych
z pol zliczeniowych
5 10 25 2 3 4 5 6 7 8 9
Rozcienczenie Wartos¢ wspolezynnika korekeji
12 20 40 100 200 300 400 500 600 700 800 900
15 8 16 40 80 120 160 200 240 280 320 360
1:10 4 8 20 40 60 60 100 120 140 160 180
1:20 2 4 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1:50 0.8 16 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Table 1. Values of correction factor for calculation of sperm concentration depending on dilution used and the number of

large squares from grid no 5 or number of grids counted in each fields of improved Neubauer chamber (WHO, 2021)

Number of large squares
counted in each chamber

Number of grids counted in each chamber

5 10 25 2 3 4 5 6 7 8 9
Dilution Correction factor values
12 20 40 100 200 300 400 500 600 700 800 900
15 8 16 40 80 120 160 200 240 280 320 360
110 4 8 20 40 60 60 100 120 140 160 180
120 2 4 10 20 30 40 50 60 70 80 90
150 0.8 16 4 8 12 16 20 24 28 32 36
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nie oznacza, ze plemnik nie moze mie¢ innego zabu-
rzenia np. nieruchomej witki lub uszkodzonego DNA.
Wydaje sie, ze lepszym sformutowaniem jest ,plemnik
typowy” lub ,plemnik idealny”. W tabeli 2 zamieszczono
aktualne kryteria opisujace plemnik ,typowy”, przedsta-
wione w podreczniku WHO z roku 2021.

Co jeszcze jest podkreslane w aktualnym wydaniu
podrecznika to fakt, ze ocena morfologii plemnika
dostarcza istotnych informacji dotyczacych czynnosci
meskich narzadéw piciowych — przede wszystkim jader
i najadrzy. Zwiekszony odsetek plemnikéw o nieprawi-
dtowym ksztalcie (gléwnie gtéwki) moze wskazywac

Tabela 2. Kryteria oceny budowy plemnika (WHO, 2021)

Elen;ferii?lif Wy Cechy plemnika prawidtowego (typowego/idealnego) Nieprawidtowosci w budowie plemnika
Glowka regularna w zarysie, owalna - akrosom <40% lub >70% powierzchni gtéwki, lub
akrosom dobrze widoczny, regularny w zarysie, zajmujacy - stosunek dtugosci do szerokosci <1,5 (glowka okragta) lub >2
40-70% powierzchni gtowki (gtowka wydtuzona), lub
dopuszcza sie obecnos¢ nie wiecej niz 2 mate wakuole - ksztalt gléwki: gruszkowaty, amorficzny, asymetryczny,
zajmujace <1/5 powierzchni gtéwki nieowalny w czedci apikalnej, lub
cze$¢ postakrosomalna nie powinna zawierac obecne wakuole — zajmujace >1/5 powierzchni gtéwki lub
zadnych wakuoli wakuole obecne w czesci postakrosomalnej glowki, lub
podwdjne glowki, lub
kombinacje powyzszych zaburzen
Wstawka wysmukla, regularna w zarysie nieregularny ksztatt, lub
o podobnej dtugosci co gtéwka plemnika zbyt gruba lub zbyt cienka, lub
z prawidlowa pozycja — o$ dtuga wstawki stanowi asymetryczna, lub potaczona z gléwka pod katem, lub
przedtuzenie osi dtugiej gtowki zgieta pod katem ostrym, lub
kombinacje powyzszych zaburzen
Witka jednolita na calej dtugosci, ciensza niz wstawka, prosta lub zgieta pod katem ostrym, lub
tagodnie zgieta ale nie pod katem ostrym zgieta w postaci wsuwki do wlosow, lub
dtugosc okoto 45 pm (ok. 10 dtugosci gtowek) zwinieta, lub
moze by¢, zgieta w ksztalcie litery ,U”, ale nie ztamana krotka/ ztamana, lub
nieregularna w zarysie, lub
wielokrotna, lub
kombinacje powyzszych zaburzen
Resztkowa kropla cytoplazmatyczna <1/3 wielkosci gtowki resztkowa cytoplazma >1/3 wielkosci gléwki prawidtowego
cytoplazma prawidtowego plemnika uznawana jest za prawidtowog¢ plemnika (nadmiar resztkowej cytoplazmy)
Table 2. Criteria for the evaluation of sperm morphology (WHO, 2021)
Element of the

sperm structure

Features of normal sperm (typical/ideal)

Abnormalities in the sperm

Head

smooth, regularly contoured and generally oval in shape
well-defined acrosomal region comprising 40-70%

of the head

area

the acrosomal region should contain no large vacuoles,
and not more than two small vacuoles, which should not
occupy more than one fifth of the sperm head

the post-acrosomal region should not contain any vacuoles

acrosome less than 40% or larger than 70% of a normal head
area, or

length-to-width ratio less than 1.5 (round) or larger than

2 (elongated), or

shape: pyriform (pear shaped), amorphous, asymmetrical,
or non-oval shape in the apical part, or

vacuoles constitute more than one fifth of the head area

or located in the post-acrosomal area, or

double heads, or

any combinations

Midpiece slender, regular irregular shape, or
about the same length as the sperm head thin or thick, or
the major axis of the midpiece should be aligned with asymmetrical or angled insertion at head, or
the major axis of the sperm head sharply bent, or
any combinations
Tail uniform calibre along its length, thinner than the midpiece sharply angulated bends, or
approximately 45 pm long (about 10 times the head length) smooth hairpin bends, or
may be looped back on itself, but without sharp angulation coiled, or
indicative of a broken flagellum short (broken), or
irregular width, or
multiple tails, or
any combinations
Cytoplasmic cytoplasmic droplets - less than one third of a normal sperm residual cytoplasm - an anomaly only when it exceeds one
residue head size are normal third of normal sperm head size
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na nieprawidtowy przebieg spermatogenezy, a takze
zaburzenie czynnosci najadrzy. Plemniki o niepra-
widtowej budowie gtéwki wykazuja nizszy potencjat
do zaplodnienia, moga mie¢ zwiekszona fragmentacje
DNA (Gandini i wsp.,2000; Mehdi i wsp., 2009; Perrini wsp.,
2011; Le i wsp., 2019; Jakubik-Uljasz i wsp., 2020), zwiek-
szong czesto$¢ wystepowania strukturalnych aberracji
chromosomalnych i aneuploidii (Devillard i wsp., 2002;
Templado i wsp.,2002; Martin i wsp., 2003; Machev i wsp.,
2005; Brahem i wsp., 2011) oraz niedojrzata chromatyne
(Dadoune i wsp., 1988; Braham i wsp., 2019; Ma i wsp.,
2019). Obecnos¢ plemnikéw ze zwinietymi witkami
wskazuje na zaburzenie czynnoéci najadrza (Pelfrey
i wsp., 1982; Yeung i wsp., 2009). Szczegélnym typem
zaburzenia budowy plemnika jest obecno$¢ nadmiaru
resztkowej cytoplazmy, ktéra moze wiadczy¢ o niepra-
widlowym przebiegu procesu spermiacji (Cooper, 2005;
Rengan i wsp., 2012).

Dlatego tez istotne jest aby, w trakcie prowadzone;j
analizy, oceniany byl oddzielnie kazdy z elementéw

NIE
Czy to jest plemnik?

l TAK

(plemniki dobrze widoczny z gtéwka i witkg,
niezachodzacy na inne komarki/plemniki)

TAK

Czy jest obecny nadmiar TAK
resztkowej cytoplazmy?

lme

Czy wystepuje defekt witki?

|

TAK

Czy wystepuje defekt TAK
wstawki?
l NIE

TAK

Czy wystepuje defekt gtowki?

lN.E

2licz jako plemnik
prawidtowy (idealny)

;

budowy plemnika (gtéwka, szyjka/wstawka, witka i obec-
no$¢ resztkowej cytoplazmy). W zwigzku z powyzszym,
rekomenduje sie rozszerzenie raportowania oceny mor-
fologii plemnikéw o ponizsze parametry:

* odsetek plemnikéw wykazujacych zaburzenia
w obrebie poszczegélnych elementéw jego budowy
(gtéwki, szyjki/wstawki, witki) i plemnikéw z nad-
miarem resztkowej cytoplazmy,

wskaznik teratozoospermii (TZ1, ang. teratozoospermia
index).

W obecnym wydaniu podrecznika zamieszczono
lepszej jakosci mikrofotografie plemnikéw wybarwio-
nych metoda Papanicolau (z nasienia natywnego) wraz
ze szczegbtowym opisem ich klasyfikacji (ocena kazdego
z elementéw budowy). Dodatkowo, po raz pierwszy
w podreczniku przedstawiono usystematyzowany sposéb
postepowania przy ocenie pojedynczego plemnika (algo-
rytm), stosowanie ktérego z pewnoscia utatwi wykonanie
oceny oraz raportowanie wynikéw (Rycina 2) (Rothmann
i wsp., 2013).

Zidentyfikuj rodzaj komarki

(leukocyt, komérka spermatogenezy, inna)

Czy mozna ten plemnik NIE
Sl | STOP - przejdi do kolejnego plemnika

Zlicz jako plemnik nieprawidtowy
i nadmiar resztkowej cytoplazmy

Zlicz jako plemnik nieprawidtowy
(jesli nie zrobites tego powyzej)
i defekt witki

Zlicz jako plemnik nieprawidtowy
(jesli nie zrobites tego powyzej)
i defekt wstawki

Zlicz jako plemnik nieprawidtowy
(jesli nie zrobites tego powyzej)
i defekt gtowki

l

— | STOP — przejdi do kolejnego plemnika

Ryc. 2. Algorytm postepowania przy ocenie morfologii plemnikéw ludzkich wg WHO, 2021
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— | STOP - go to next cell

Fig. 2. Algorithm for the assessment of human sperm morphology according to WHO, 2021

Interpretacja wyniku badania — zmiany dotyczqce
~wartosci referencyjnych”

Wartosci dolnej granicy referencyjnej dla parametréw
badania nasienia (oparte na konsensusie srodowiska
klinicznego i naukowego) pojawily sie po raz pierwszy
w 2. wydaniu podrecznika, nastepnie z niewielkimi mody-
fikacjami (przede wszystkim dotyczacymi morfologii plem-
nika) pojawiaty sie w jego 3. 1 4. wydaniu. Dopiero w 5.
wydaniu po raz pierwszy wprowadzono dolne wartosci refe-
rencyjne opracowane w oparciu o wyniki badan populacyj-
nych. Wartosci te prezentowaly 5. centyl rozktadu wynikéw
badania nasienia uzyskanych od ponad 1800 mezczyzn,
u ktérych partnerek uzyskano ciaze (w sposéb naturalny)
w okresie krétszym niz 12 m-cy (mezczyzni ptodni)
(Cooper i wsp., 2010). Wprowadzenie tych wartosci spo-
tkato sie z krytyka przede wszystkim w zwiazku z faktem,
ze wykorzystane w analizie badania pochodzity tylko
z kilku regionéw $wiata (Australia, Ameryka Pétnocna,
Europa Pétnocna), gléwnie pafistw wysoko rozwinietych.
Tak wiec brak byto badan reprezentujacych mezczyzn

z krajéw np. Afryki, Azji czy Ameryki Potudniowej.
Przedstawione w 6. edycji podrecznika wartosci dla 5.
centyla rozktadu wynikéw badania nasienia mezczyzn
ptodnych, stanowia kompilacje wynikéw prezentowanych
wwydaniu 5., ktére zostaty uzupetnione o wyniki badan
kolejnych 1800 mezczyzn, ktére pojawity sie w artyku-
tach w latach 2010-2020 (Campbell i wsp., 2021). Badania
te pochodzity z krajow Europy potudniowej (Wtochy,
Grecja), Afryki (Egipt) i Azji (Chiny, Iran). Cho¢ nadal
niektére rejony $wiata nie sa w ogéle reprezentowane
w tej analizie (Ameryka Potudniowa), to jednak zwiek-
szenie analizowanych danych do ponad 3500 stanowi
istotny krok naprzéd, gdyz zmniejsza potencjalne btedy/
ograniczenia przeprowadzonej analizy i zapewnia bar-
dziej ,globalng” reprezentacje parametréw nasienia.
Co istotne wyniki przedstawione w 6. wydaniu podrecz-
nika, po zwiekszeniu badanej populacji mezczyzn ptod-
nych, r6znia sie minimalnie od tych z 5. wydania (Tabela 3).

Najistotniejsza zmiang 6. wydania podrecznika
jest rezygnacja z okreslenia ,warto$¢ referencyjna’,
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Tabela 3. Wartos¢ 5. centyla dla parametréw nasienia opracowana na podstawie wynikéw badania nasienia mezczyzn, ktérych partnerki

uzyskaly ciaze w czasie krétszym niz 12 miesiecy zamieszczone w 5.1 6. edycji podrecznika WHO (WHO, 2010; WHO, 2021)

Wartos¢ odniesienia — 5. centyl (95% przedziat ufnosci)

WHO 2010 (5. edycja) WHO 2021 (6. edycja)

Parametr nasienia

Objetos¢ (mL) 1,5014-17) 14 (1,3-1,5)
Koncentracja plemnikéw (mln/mL) 15 (12-16) 16 (15-18)
Catkowita liczba plemnikéw (mln/ejakulat) 39 (33-46) 39 (35-40)
Ruchliwo$¢ plemnikow (%)

ruch postepowy (A+B) 32 (31-34) 30 (29-31)

ruch catkowity (A+B+C) 40 (38-42) 42 (40-43)
Zywotnos¢ plemnikow (%) 58 (55-63) 54 (50-56)
Morfologia plemnikéw (%) 4(3,0-4,0) 4(3,9-4,0)

Table 3. The value of the 5" percentile for semen parameters based on the results of semen analysis of men whose partners achieved
pregnancy in less than 12 months, included in the 5" and 6™ editions of the WHO manual (WHO, 2010; WHO, 2021)

Reference value — 5t percentile (95% confidence interval)

Semen parameter
WHO 2010 (5t" edition) WHO 2021 (6t edition)

Semen volume (mL) 1504-17) 14(1.3-1.5)
Sperm concentration (mln/mL) 15 (12-16) 16 (15-18)
Total sperm number (mln/ejakculate) 39 (33-46) 39 (35-40)
Sperm motility (%)

progressive motility (A+B) 32 (31-34) 30 (29-31)

total motility (A+B+C) 40 (38-42) 42 (40-43)
Vitality (%) 58 (55-63) 54 (50-56)
Normal forms (%) 4 (3.0-4.0) 4(3.9-4.0)

co zwigzane jest z faktem, ze wartodci 5. centyla roz-
ktadu dla wynikéw badania nasienia mezczyzn ptod-
nych z poprzedniego wydania podrecznika, byty w wielu
przypadkach traktowane jako wartosci rozgraniczajace
mezczyzn ptodnych od nieptodnych, co stanowi mylne
podejscie przy interpretacji wyniku. Nalezy pamietac,
ze wyniki badania nasienia uzyskane od mezczyzn ptod-
nych i nieptodnych w duzym zakresie pokrywaja sie
(MacLeod i Gold, 1951; Guzick i wsp., 2001; Boyd, 2010;
Bjorndahl, 2011), co uniemozliwia zastosowanie prostego
podziatu dychotomicznego, i jednoznaczne okreslenie
wartosci granicznych dla tych dwéch populacji mez-
czyzn. Nalezy takze mie¢ na uwadze, ze poza jakoscia
nasienia na proces zaptodnienia, zaréwno naturalny, jak
i przy wykorzystaniu technik wspomaganego rozrodu,
wplywa wiele réznych czynnikéw m.in. stan zdrowia
i ptodnosci partnerki. Autorzy podrecznika podkre-
$laja, ze zaprezentowane wartosci 5 centyla powinny
stanowi¢ tylko wskazdéwke (warto$¢ odniesienia) przy
interpretacji wynikéw badania nasienia konkretnego
pacjenta.

Uwaza sie takze, ze interpretacja wyniku podstawo-
wego badania nasienia powinna by¢ interpretacja multi-
parametryczna, co wydaje sie mie¢ wyzsza wartos¢ pro-
gnostyczng w uzyskania ciagzy u partnerkiniz oddzielna
interpretacja poszczegélnych parametréw (Guzick i wsp.,
2001; Jedrzejczak i wsp., 2008; Boyd, 2010; Barratt i wsp.,
2017). Jednakze, jak na razie nie ma opracowanych ,pota-
czonych” wartosci odniesienia dla takiej interpretacji.
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Kolejna mozliwoscia interpretacji wynikéw badania
nasienia moga by¢ tzw. ,granice decyzyjne” (ang. decision
limits). Jak wskazuja Autorzy podrecznika, okreslenie
tych wartosci moze by¢ w przysztosci przydatne w opra-
cowaniu algorytméw dotyczacych podejmowania decyzji
co do dalszego postepowania diagnostycznego i ewentu-
alnego leczenia w konkretnych klinicznych przypadkach
np. przy podejrzeniu zaburzen endokrynologicznych,
genetycznych czy tez przy zylakach powr6zkéw nasien-
nych, a takze przy podejmowaniu decyzji o wyborze danej
procedury rozrodu wspomaganego medycznie.

W $wietle powyzszych zmian dotyczacych rezygnacji
z tzw. ,wartodci referencyjnych” wydaje sie, ze w obecnej
sytuacji przy interpretacji wyniku badania, problema-
tyczne staje sie uzywanie dotychczasowej nomenkla-
tury dotyczacej obnizonych wartosci poszczegélnych
parametréw (tzw. kategorie seminologiczne), czyli oligo-
zoospermia (koncentracja plemnikéw ponizej wartosci
referencyjnej), asthenozoospermi (odsetek plemnikéw
z ruchliwo$cig postepowa ponizej wartosci referen-
cyjnej), teratozoospermia (odsetek plemnikéw z prawi-
dlowa budowa ponizej wartosci referencyjnej). W obecne;j
edycji podrecznika Autorzy nie przedstawiaja definicji
tych terminoéw, jak to miato miejsce w jego poprzed-
nich edycjach. Tak wiec, mozna wnioskowac, ze w opisie
wyniku powinna znalez¢ sie tylko informacja, ze uzy-
skany wynik dla danego parametru jest ponizej war-
tosci 5. centyla rozktadu dla wynikéw badania nasienia
mezczyzn ptodnych.
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B Dodatkowe testy seminologiczne

W obecnej edycji podrecznika wprowadzone zostaty
dwa rozdziaty dotyczace dodatkowych testéw semino-
logicznych. W pierwszym z rozdzialéw przedstawione
sa testy stanowiace tzw. rozszerzona ocene nasienia
(ang. extendend semen evaluation), aw drugim — zaawan-
sowang (ang. advanced semen evaluation). Zastapity one
rozdziaty z 5. edycji, ktére prezentowaty tzw. opcjonalne
i badawcze procedury seminologiczne. W tabeli 4 zapre-
zentowano testy znajdujace sie w aktualnym podrecz-
niku w kazdym z wymienionych powyzej rozdziatéw.
Z niewielkimi wyjatkami, w podreczniku przedstawione

zostaty takze szczegétowe procedury wykonywania oma-
wianych testéw w celu ich standaryzacji oraz wskazéwki
dotyczace interpretacji uzyskanych wynikéw. Autorzy
podrecznika podkreslaja, ze obecnie, dla wiekszosci
przedstawionych testéw, nie ma opracowanych wartosci
referencyjnych. Dlatego tez, rekomenduje sie aby kazde
laboratorium opracowato swoje wtasne wartosci refe-
rencyjne (zakresy referencyjne) przeprowadzajac testy
na wystarczajaco licznej grupie mezczyzn ptodnych.

Rozszerzona ocena nasienia

W rozdziale tym przedstawiono testy, ktére moga
by¢ wykonywane w okreslonych sytuacjach w celach

Tabela 4. Dodatkowe testy seminologiczne stanowiace rozszerzona i zaawansowana ocene nasienia (WHO, 2021)

Rozszerzona ocena nasienia

1. Wskazniki wielokrotnych defektéw plemnika
~ wskaznik teratozoospermii (TZI)
— wskaznik znieksztalcenia plemnika (SDI)
- wskaznik anomalii wielokrotnych (MAI)

2. Testy oceniajace fragmentacje DNA plemnikow

- metoda TUNEL (znakowanie koncow nacie¢ nici DNA za posrednictwem terminalnej transferazy deoksynukleotydowej)

- test dyspersjichromatynyplemnika (SCD)
- test kometkowy
- testz oranzem akrydyny przy uzyciucytometru przeptywowego

3. Testy genetyczne i genomowe

— ocena czestosci wystepowania liczbowych aberracji chromosomowych (aneuploidii) z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji

in situ (FISH)

4. Testy zwiazane z immunologia nasienia

- ocena leukocytéw w nasieniu (barwienie cytochemiczne na obecnos¢ peroksydazy; barwienie immunocytochemiczne na obecnos¢ antygenu CD45)

- ocena stezenia interleukin w nasieniu (enzymatyczny test immunosorbentowy — metoda ELISA)

5. Ocena niedojrzatych komorek plemnikotwérczych

6. Testy wykrywajace przeciwciala przeciwplemnikowe w nasieniu

- testy bezposrednie — wykrywajace przeciwciata na plemnikach (mieszany test antyglobulinowy — MAR test; test wiazania immunologicznego)

- test posredni — wykrywajacy przeciwciata przeciwplemnikowe ptynach ustrojowych np. w plazmie nasienia, surowicy krwi

7. Analiza biochemiczna plazmy nasienia
- stezenie cynku
- stezenie fruktozy
- aktywnos¢ a-glukozydazy obojetnej

8. Analiza poszczegdlnych frakcji ejakulatu — ocenie poddaje sie:
— objetosc¢ kazdej z frakeji
~ liczbe plemnikow
- ruchliwos¢ plemnikow

- stezenie cynku (markera prostaty) i fruktozy (markera pecherzykow nasiennych)

Zaawansowana ocena nasienia

1. Testy oceniajace stres oksydacyjnego oraz reaktywnych form tlenu w nasienia

— chemiluminescencja (z luminolem)
~ ocena potencjatu oksydo-redukcyjnego

- metoda TEAC — ocena catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej nasienia

2. Testy oceniajace status akrosomu oraz jego zdolnos¢ do odbycia reakcji akrosomalnej

3. Testy oceniajace status chromatyny plemnika
- test z blekitem aniliny
- test z fluorochromem chromomycyna A3

4. Testy oceniajace czynnosci kanaléw jonowych w blonie komérkowej plemnika

- kanat wapniowy (CatSper)
- kanat potasowy (Slo3)

5. Wspomagana komputerowo analiza nasienia (CASA)

6. Nowe technologie
- obliczeniowe (rozwdj algorytmow)
- technologiczne (nowe urzadzenia lub testy czynnogciowe)
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Table 4. Additional seminological tests for extended and advanced semen examination (WHO, 2021)

Extended examination

1. Indices of multiple sperm defects
~ the teratozoospermia index (TZI)
~ the sperm deformity index (SDI)
~ the multiple anomalies index (MAI)

2. Assessment of sperm DNA fragmentation
- TUNEL assay
- sperm chromatin dispersion test (SCD)
- cometassay
- acridine orange flow cytometry

3. Genetic and genomie tests

- assessment of frequencies of chromosomal abnormalities (aneuploidies) utilising fluorescent in situ hybridization

4. Tests related to immunology and immunological methods

- assessment of leukocytes in semen (cytochemical staining of cellular peroxidase; panleukocyte — CD45-immunocytochemical staining)

— assessment of interleukins in semen (ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay)

5. Assessment of immature germ cells in the ejaculate

6. Testing for antibody coating of spermatozoa

~ direct tests — detecting antibodies on spermatozoa (the mixed antiglobulin reaction test MAR test; the immunobead test)

- indirect test — detecting antibodies in sperm-free fluids i.e. serum, seminal plasma (the idirect immunobead test)

7. Biochemical assays for accessory sex gland function
— measurement of zinc
~ measurement of fructose
— measurement of neutral a-glucosidase

8. Assessment of sequence of ejaculation—evaluated are:
- volume
— sperm count
- sperm motility
- zinc (prostatic marker) and fructose (marker for seminal vesicles)

Advanced examination

1. Seminal oxidative stress and reactive oxygen species testing
- Chemiluminescence (with luminol)
- oxidation-reduction potential
~ TEAC method (trolox egiuvalent antioxidant capacity)

2. Assessment of the acrosome status and induced acrosome reaction

3. Assessment of sperm chromatin
— aniline blue assessment
- chromomycin A3 assessment

4. Transmembrane ion flux and transport in sperm
- calcium channel (CatSper)
- potassium channel (Slo3)

5. Computer-assisted sperm analysis (CASA)

6. Emerging technologies
- computational advances (algorithmic developments)
- technological advances (new devices or functional tests)

diagnostycznych lub badawczych. Co ciekawe, z jednej
strony znalazly sie tutaj testy, ktére w poprzednim
wydaniu podrecznika znajdowaty sie w rozdziale ,Badanie
podstawowe™ czyli ocena leukocytéw w nasieniu,
ocena niedojrzatych komérek plemnikotwérczych,
testy wykrywajace obecnos¢ przeciwcial przeciwplem-
nikowych. Z drugiej strony, po raz pierwszy w sposéb
szczegblowy omoéwiono testy oceniajace fragmentacje
DNA plemnikéw, co stanowi jedng z najbardziej ocze-
kiwanych zmian tej edycji podrecznika, a takze pod-
kreslono znaczenie badan genetycznych i genomowych
w diagnostyce zaburzen meskiej ptodnosci (aberracje
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chromosomowe — liczbowe, strukturalne w tym mikro-
delecje i mikroduplikacje, czy mutacje genéw).
Wiekszo$¢ badan genetycznych czy genomowych,
w diagnostyce zaburzen meskiej ptodnosci, wykonywana
jest w genetycznych laboratoriach diagnostycznych, przy
wykorzystaniu standardowych technik biologii mole-
kularnej. Jedynym testem genetycznym zwigzanym
z zaburzeniami ptodno$ci u mezczyzn, w ktérym wyko-
rzystywana metodyka jest unikalna, jest test wykry-
wajacy aneuploidie w plemnikach. Zwiekszona czestosé
liczbowych aberracji chromosomowych w plemnikach
wystepuje m.in. u nieptodnych mezczyzn, czesto przy
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niewydolnosci procesu spermatogenezy objawiaja-
cych sie oligozoospermia lub oligoastenozoospermia,
takze w przypadku zwiekszonego poziomu fragmen-
tacji DNA plemnikéw, translokacji (Robertsonowskich
i zréwnowazonych), czy tez u partneréw z par z historig
nawracajacych poronien (czesto reprezentujacych nor-
mozoospermie w nasieniu) (Encisco i wsp., 2013; Godo
i wsp., 2015; Ramasamy i wsp., 2015; Kohn i wsp., 2016;
Wang i wsp., 2017; Magli i wsp., 2020). Dlatego tez, po raz
pierwszy w obecnym podreczniku WHO przedstawiona
zostala szczegdtowa procedura testu do oceny czestosci
wystepowania liczbowych aberracji chromosomowych
technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, ang.
fluorescent in situ hybridization).

Ocena fragmentacji DNA plemnikéw, w kontekscie
jej uzytecznosci klinicznej, byta intensywnie badana
przez ponad 20 lat. Obecnie nie ulega juz watpliwosci,
ze zakres uszkodzenn DNA plemnika ma bezposrednie
przetozenie na rozwéj zarodka, jego implantacje oraz
utrzymanie cigzy zaréwno przy koncepcji naturalne;j
jak i wspomaganej medycznie (Robinson i wsp., 2012;
Cissen i wsp., 2016; Simon i wsp., 2017; Tan i wsp.,2019;
Gilli wsp., 2020). Autorzy obecnej edycji podrecznika pod-
kreslaja, ze fragmentacja DNA plemnikéw jest jednym
z najbardziej dyskutowanych i obiecujacych biomarkeréw
w andrologii podstawowej i klinicznej. Wedtug literatury,
przyktady sytuacji, w ktérych testy te moga dostarczy¢
istotnych informacji majacych wptyw na podejmowanie
dalszych decyzji klinicznych obejmuja m.in. mezczyzn
z zylakami powr6zkéw nasiennych, meska nieptodnosé
idiopatyczna/niewyjasniona, mezczyzn ze zwiekszonym
narazeniem na czynniki ryzyka (czynniki srodowiskowe
i zwigzane ze stylem zycia, zaawansowany wiek ojca),
historie nawracajacych poronien u partnerki, powtarza-
jacy sie brak powodzenia uzyskania cigzy przy wyko-
rzystywaniu metod wspomaganego medycznie rozrodu
(Esteves i wsp., 2021; Minhas i wsp., 2021; Agarwal i wsp.,
2022). W podreczniku zostaty szczegétowo opisane naj-
czedciej wykorzystywane metody do oceny fragmentacji
DNA plemnikéw: znakowanie koticéw nacie¢ nici DNA
za poérednictwem terminalnej transferazy deoksynukle-
otydowej (TUNEL, ang. terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase-mediated dUTP nick end-labeling), test dyspersji
chromatyny plemnika (SCD, ang. sperm chromatin disper-
sion test), test kometkowy (ang. comet assay) oraz test
z oranzem akrydyny przy uzyciu cytometru przeptywo-
wego. To na co nalezy zwrdci¢ uwage, to fakt, ze testy
te r6znia sie stosowang metodyka, a takze rodzajem
wykrywanych uszkodzen. Test kometkowy i TUNEL
sa testami bezposrednimi oceniajacymi obecnos¢ poje-
dynczych i podwéjnych peknie¢ nici DNA. Z kolei testy
SCD oraz test z oranzem akrydyny z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego, sa testami posrednimi, oce-
niajacymi podatnosé DNA na denaturacje, ktéra zachodzi
znacznie fatwiej w pofragmentowanej nici DNA niz w nici
prawidtowej. Dlatego tez tzw. progi odciecia beda spe-
cyficzne dla kazdej z tych metod, a wyniki uzyskane

réznymi metodami nie moga by¢ traktowane wymiennie.
Autorzy podrecznika rekomenduja opracowanie przez
kazde z laboratoriéw swoich wlasnych wartosci progo-
wych, w zalezno$ci od stosowanego testu i metodyki.
Do innych testéw, wprowadzonych po raz pierwszy
w obecnej edycji podrecznika w omawianym rozdziale
naleza: ocena stezenia interleukin w nasieniu jako
markera przewleklych stanéw zapalnych meskiego
uktadu piciowegoprzy wykorzystaniu enzymatycz-
nego testu immunosorbentowego (ELISA, ang. enzyme-
-linked immunosorbent assay), czy analiza poszczegdlnych
frakeji ejakulatu. Ten ostatni test ma na celu wykrycie
nieprawidtowej ekspozycji plemnikéw na wydzieline
z pecherzykéw nasiennych przy réwnoczesnym ogra-
niczeniu ich ekspozycji na wydzieline prostaty, co moze
mie¢ negatywny wpltyw na ich czynnosé. W prawidto-
wych warunkach, wiekszo$¢ plemnikéw jest wydalana
w pierwszej frakeji ejakulatu wraz z wydzieling pro-
staty. Kolejne frakcje zdominowane sa przez wydzie-
line pecherzykéw nasiennych. Ruchliwo$¢ plemnikéw,
ich przezywalnos¢ jak i stabilizacja chromatyny zaleza
od ich pierwszego kontaktu z bogata w cynk wydzieling
prostaty (Lindholmer, 1973; Bjorndahl i Kvist, 1990; Kvist
iwsp., 1990; Bjérndahl i wsp., 1991; Bjérndahl i Kvist, 2003).
Procesy zapalne gruczotu krokowego lub wady wrodzone
moga powodowac zwezenie (lub niedroznos¢) przy lub
w poblizu ujécia przewoddéw wytryskowych do cewki
moczowej (Turek i wsp., 1996; Beiswanger i wsp., 1998;
Nagler i wsp., 2002; Smith i wsp., 2008; Lotti i wsp., 2018).
Skutkiem takiego zwezenia moze by¢ ograniczony (op6z-
niony) przeptyw pierwszej frakeji plemnikéw do cewki
moczowej, do momentu skurczu pecherzykéw nasiennych
i sekrecji ich wydzieliny, z ktéra mieszaja sie plemniki.

Zaawansowana ocena nasienia

W rozdziale tym zamieszczone s3 testy, ktére zostaty
sklasyfikowane jako wysoce specjalistyczne lub badawcze.
Sa to przede wszystkim testy funkcjonalne/czynno-
$ciowe, ktére umozliwiaja ocene zdolnosci plemnikéw
do odbycia serii reakcji/proceséw w zenskich drogach
rodnych prowadzacych do zaptodnienia komérki jajowe;.

Rozdziat ten mozna poréwnac do rozdziatu z 5. edycji
podrecznika, w ktérym zamieszczone byty tzw. proce-
dury badawcze. Znalez¢ w nim mozna zaréwno uaktual-
nione wersje testéw zamieszczonych w poprzednim pod-
reczniku, jak i testy nowe, ktére zostaty opisane po raz
pierwszy. Usunieto takze przestarzate testy weryfikujace
interakcje plemnika z komdrka jajows (testy wigzania
z ostonka przejrzysta oocytu/oocytem, test penetracji
oocytéw chomika).

Sposréd metod, ktére opisane byty w poprzednim
podreczniku, w obecnej edycji znalazty sie uaktualnione
wersje testu oceniajacego reaktywne formy tlenu (metoda
chemiluminescencji z luminolem) oraz testéw oceniaja-
cych status akrosomu ijego zdolnosé do odbycia reakeji
akrosomalnej. Co ciekawe, w rozdziale tym umieszczono
takze analize nasienia wspomagana komputerowo (CASA,
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ang. computer assisted sperm analysis), ktéra w poprzed-
niej wersji znajdowata sie w rozdziale , Procedury opcjo-
nalne”. Nowe testy, ktdére pojawity sie w podreczniku
to przede wszystkim dodatkowe testy stuzace ocenie
stresu oksydacyjnego nasienia, testy oceniajace status
chromatyny plemnika (jej dojrzatos¢) oraz testy ocenia-
jace czynno$ci kanatéw jonowych w btonie komérkowej
plemnika (Tabela 4).

Obecnie, nie ulega watpliwosci, ze stres oksydacyjny
nasienia jest jedna z gtéwnych przyczyn zaburzen meskiej
ptodnosci (Agarwal i Said, 2005; Aitken, 2020). W wielu
stanach klinicznych wystepuje zwiekszona produkcja
reaktywnych form tlenu, np. przy zylakach powrézkéw
nasiennych (Agarwal i wsp., 2006), wnetrostwie (Imamoglu
iwsp., 2012; Avci i wsp., 2019), skrecie jadra (Filho i wsp.,
2004), stanach zapalnych w meskim uktadzie ptciowym
(Saleh i wsp., 2002), przy chorobach ogélnoustrojo-
wych (np. cukrzyca) (Ramalho-Santos i wsp., 2008), ale
takze przy czynnikach zwigzanych ze stylem zycia (np.
palenie papieroséw, otytosc) (Fraga i wsp., 1996; Aitken
iwsp., 2014; Agarwal i wsp., 2014; Leisegang i wsp., 2021).
Konsekwencja zwiekszonej ilosci reaktywnych form tlenu
sa uszkodzenia gtéwnych makromolekut (biatek, lipidéw,
kwaséw nukleinowych), i w konsekwencji uposledzenie
funkdji plemnika iich zdolnosci do zaptodnienia komérki
jajowej (Aitken, 2020; Cicek i wsp., 2021; Garcia-Segura
i wsp., 2020). Warto zauwazy¢, ze ocena stresu oksyda-
cyjnego w nasieniu powinna dotyczy¢ nie tylko ilociowe;j
oceny reaktywnych form tlenu, ale takze zdolnosci anty-
oksydacyjnej nasienia. Dlatego tez w obecnej edycji pod-
recznika WHO, oprécz oceny poziomu reaktywnych form
tlenu metoda chemiluminescencyjna z wykorzystaniem
luminolu, dodane zostaty testy umozliwiajace ocene cal-
kowitej zdolnosci antyoksydacyjnej nasienia (metoda
kolorymetryczna, TEAC; ang. trolox eqiuvalent antioxidant
capacity), a takze potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego
nasienia (z wykorzystaniem systemu MiOXSYS - ang.
male infertility oxidative system).

Dojrzatos¢ chromatyny plemnika, czyli zastgpienie
histonéw przez protaminy i odpowiednie ,upakowanie”
materiatu genetycznego, ma kluczowe znaczenie dla
procesu zaptodnienia oraz rozwoju i jakosci zarodka.
Nieprawidtowosci w dojrzewaniu chromatyny zwigzane
sa z wiekszym ryzykiem niepowodzenia uzyskania ciazy
m.in. przy wykorzystaniu metod wspomaganego rozrodu
(Bjérndahl i Kvist, 2011; Marchini i wsp., 2017). Testy
oceniajace status chromatyny plemnika wprowadzone
do obecnej edycji podrecznika to test z biekitem aniliny,
ktory jest barwnikiem wigzacym sie do histonéw oraz
test z chromomycyna A3 — fluorochromem wiazacym
sie do nici DNA w miejscu z odstonietymi sekwencjami
bogatymi w pare guanina-cytozyna, do ktérych wyka-
zuja powinowactwo takze protaminy.

Niebagatelne znaczenie dla procesu zaptodnienia
i prawidtowego przebiegu poszczegdlnych jego etapéw
(aktywny transport plemnika w drogach rodnych kobiety,
kapacytacja, hiperaktywacja, reakcja akrosomalna) maja
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zmiany wewnatrzkomoérkowego pH oraz stezenia jonéw
wapnia i potencjatu blonowego plemnika. W zdarzeniach
tych biora udzial przezbtonowe kanaty, wymienniki czy
transportery jonowe specyficzne dla plemnikéw. Wydaje
sie, ze u podioza niektérych przypadkéw niewyjasnione;
dysfunkdji plemnikéw moze leze¢ nieprawidtowa czyn-
nos¢ jednego lub kliku z tych biatek. W obecnym podrecz-
niku zostaty opisane testy oceniajace czynnosé¢ dwéch
kanatéw jonowych: CatSper — kanat wapniowy oraz Slo3 -
kanat potasowy. Ich nieprawidtowa czynnos¢ lub eks-
presja w plemnikach zwigzana jest z zaburzeniami ptod-
nosci u mezczyzn (Ren i wsp., 2001; Smith i wsp., 2013;
Kelly i wsp., 2018; Brown i wsp., 2019; Luo i wsp., 2019).
Jednak Autorzy podrecznika podkreslaja, ze obecne
metody oceny czynnoéci kanatéw jonowych CatSper
i Slo3 sa zbyt wymagajace, aby mozna je byto wdrozy¢
w laboratorium diagnostycznym. Dlatego potrzebne
s3 nowe tatwe w wykonaniu testy, ktére je zastapia.

Opisane powyzej testy sa najczesciej wykorzystywane
w badaniach naukowych, i jak na razie ich wykorzystanie
w diagnostyce meskiej ptodnosci jest ograniczone, przede
wszystkim ze wzgledu na brak standaryzacji i walidacji.
Takze niewystarczajaca ilosci dobrej jakosci badan,
co do ich warto$ci prognostycznych, uniemozliwia opra-
cowanie wartodci referencyjnych, i tym samym kliniczng
interpretacje uzyskanych wynikéw.

Jegli chodzi o analize CASA, to z jednej strony Autorzy
podrecznika podkreslaja, ze system ten nie powinien
by¢, na obecnym etapie rozwoju, wykorzystywany jako
narzedzie do rutynowej analizy nasienia. Tym samym,
analiza nasienia przy uzyciu CASA, nie powinna by¢ reko-
mendowana jako metoda analizy nasienia réwnoznaczna
z analiza manualng, wykonywana przez wyszkolonego
pracownika laboratorium (Baldi i wsp., 2022). Chodzi
tutaj przede wszystkim o ocene koncentracji plemnikéw,
na ktérag moze wpltywac jakos¢ probki, np. duza ilos¢
zanieczyszczen, tzw. ,debris”, ktére moga by¢ btednie
zliczane przez system jako nieruchome plemniki, czy
tez oceny i rozréznienia plemnikéw aglutynowanych
czy zagregowanych (Tomlinson i Naeem, 2018). W takim
wypadku, bedzie to skutkowato niewiarygodna oceng
ruchu plemnikéw. Dodatkowo, podobnie jak w przypadku
innych testéw czynno$ciowych, zwraca sie uwage na brak
standaryzacji uzywanych algorytmoéw oraz brak ujedno-
liconych procedur kontroli jakosci dla uzywanych sys-
temow, co utrudnia walidacje analizy (Lu i wsp.,2014;
Tomlinson i Naeem, 2018; Cupples i wsp., 2021; Mortimer
i Mortimer, 2021; Baldi i wsp., 2022). Jednakze z drugiej
strony, nie ulega watpliwosci, ze przy stosowaniu odpo-
wiednich procedur kontrolnych mozliwe jest uzyskanie
wiarygodnych i powtarzalnych wynikéw przez wyszko-
lony personel, ktéry doktadnie zna zaréwno mocne jak
i stabe strony systemu. Dlatego tez, podkregla sie mozli-
wos¢ wykorzystywania CASA jako narzedzia do dodat-
kowych analiz, przede wszystkim zwigzanych z kine-
matyka ruchu (czyli parametréw, ktérych ocena nie jest
mozliwa dla ludzkiego oka), ale takze z oceng morfologii
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plemnikéw, w celu zwiekszenia obiektywno$ci przepro-
wadzonej analizy (Baldi i wsp., 2022). W 6. edycji pod-
recznika opisane sa zalecenia do wykonywania oceny
ruchliwosci, hiperaktywacji i morfologii plemnikéw (bez
oceny koncentracji), ktére moga by¢ przydatne w standa-
ryzacji wykonywanych procedur z uzyciem CASA. Nalezy
tez zwrdci¢ uwage, ze ciagly rozwdj algorytmow uzywa-
nych w systemach CASA moze w przysztosci doprowadzi¢
do usuniecia obecnych ograniczen systemu.

W podreczniku zwraca sie tez uwage na nowe techno-
logie. Rozwdj ulepszonych algorytméw obliczeniowych
moze w przysztosci pozwoli¢ na zliczanie plemnikéw
z prébek o bardzo wysokiej koncentracji oraz rozsze-
rzong analize ruchu witki, odczyt ktérego moze dostar-
czy¢ dodatkowych informacji na temat metabolizmu
i biochemicznej sygnalizacji w komérce podczas ruchu
(Goodson i wsp., 2017, Urbano i wsp., 2017; Gallagher i wsp.,
2019; Wei i wsp., 2019). Wspomina sie takze o mozliwosci
wykorzystania w przysztosci podrecznych urzadzen (np.
smartfonéw) do oceny nasienia w domu, co przyczynic
sie moze do wczesniejszego zasiegania przez mezczyzn,
z suboptymalnymi wynikami analizy, porady medyczne;.

Preparatyka nasienia i krioprezerwacja

Rozdziaty dotyczace zaréwno preparatyki nasienia jak
i krioprezerwacji plemnikéw zostaty uaktualnione.
Dodatkowo, w obecnej edycji podrecznika w rozdziale
dotyczacym preparatyki nasienia, nowoscia jest dodanie
opisu procedury MACS, w celu selekcji plemnikéw
o potencjalnie nieuszkodzonym DNA (Bucar i wsp., 2015),
do wykorzystania do metod wspomaganego rozrodu. Nie
do korica jest jasne dlaczego, sposréd nowych technik
selekcji plemnikéw, akurat ta metoda zostata wybrana
do wlaczenia do podrecznika. W szczegdlnosci, ze sami
Autorzy cytuja wyniki ostatniej analizy Cochrane z roku
2019, w ktérej nie wykazano wyzszosci MACS wzgledem
innych metod selekgji (tj. sortowanie z wykorzystaniem
potencjatu Zeta; selekcja za pomoca wigzania do kwasu
hialuronowego), w zwiekszeniu szansy na uzyskanie ciazy
lub zmniejszeniu ryzyka wystapienia poronien (Lepine
iwsp., 2019).

Z kolei rozdziat dotyczacy krioprezerwacji nasienia,
zostat wzbogacony o opis procedury witryfikacji plem-
nikéw (zaréwno bezposredniej jak i przy wykorzystaniu
stomek), jako ,metody obiecujacej” w poréwnaniu z bar-
dziej konwencjonalnymi metodami (Isachenko i wsp., 2017;
Berkovitz i wsp., 2018; Li i wsp., 2019; O’Neill i wsp., 2019;
Wangiwsp., 2022). Jednakze, wg Autoréw podrecznika,
przy obecnym stanie wiedzy, metoda ta powinna by¢
w dalszym ciggu rozpatrywana jako metoda ekspery-
mentalna.

Kontrola jakosci w laboratorium seminologicznym

Rozdziat ten zostal poprawiony i uproszczony, aby
takze osoby bez rozlegtej wiedzy statystycznej byty
w stanie zaimplementowaé przedstawione tam proce-
dury kontroli jakosci w swoim laboratorium. Podobnie

jak w poprzednich podrecznikach, podkredla sie, ze kazde
laboratorium seminologiczne powinno stosowaé regu-
larnie procedury wewnetrznej kontroli jakosci (IQC, ang.
internal quality control) oraz uczestniczy¢ w programach
kontroli zewnetrznej (EQC, ang. external quality control).
Warto takze zaznaczy¢, ze w roku 2021, wydana zostata
przez Miedzynarodowa Organizacje Normalizacji (ISO,
ang. International Organization for Standardization) norma
dla badania nasienia (ISO162:2021) w oparciu o pro-
cedury zawarte w obecnym podreczniku (ISO, 2021).
Dokument ten moze by¢ przydatny dla laboratoriéw semi-
nologicznych ubiegajacych sie o akredytacje na podsta-
wowe badanie nasienia.

B Podsumowanie

Cho¢ tradycyjnie, podstawowe badanie nasienia pozo-
staje integralnym elementem wstepnej diagnostyki
zaburzen meskiej ptodnosci, to w podreczniku w wielu
miejscach podkresla sie potrzebe wprowadzania dodat-
kowych testéw czynnosciowych/ jakosciowych do oceny
plemnikéw. Wyniki takich testéw moga dostarczy¢
z jednej strony istotnych informacji na temat poten-
cjatu zaptadniajacego plemnikéw, z drugiej zas moga
stanowi¢ narzedzie do poszerzenia wiedzy na temat
czynnosci i zaburzen meskiego uktadu piciowego, a tym
samym zdrowia reprodukcyjnego mezczyzny. Nie ulega
watpliwosci, ze niezbedna jest standaryzacja procedury
badania nasienia oraz dodatkowych testéw seminologicz-
nych w laboratoriach na catym $wicie. Z jednej strony
zaowocuje to wzrostem jakosci badan diagnostycznych,
a z drugiej — umozliwi miedzynarodowym zespotom
badawczym uzyskiwanie wysokiej jakosci danych,
ktoére beda kluczowe dla dalszego rozwoju andrologii
(klinicznej i badan podstawowych). Na pewno obecna
edycja podrecznika jest cennym instrumentem, ktéry
utatwi te procesy, co przelozy sie w przysztosci na lepsza
opieke medyczna nad nieptodna para.
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