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RIASSUNTO

Lamancanzadi valore predittivo dell’ esame tradizionale del liquido seminale hacon-
dotto allamessa a punto di nuove metodiche di indagine che offrano maggiore oggettivita
nellavalutazione dellaqualita del seme. Lavideomicrografia computerizzata fornisce utili
indicazioni sui parametri cinetici dello spermatozoo ma necessita di una fase preliminare
di calibrazione dell’ attrezzatura per adattarla a riconoscere gli spermatozoi delle diverse
specie animali. In questa ricerca sono stati valutati i parametri di calibrazione del Cell-
Trak perché possa essere utilizzato per I’ esame computerizzato del seme di colombo ed i
risultati sono stati comparati con quelli ottenuti con il sistema semi-automatico Cell-
Count. L'analis statisticahapermesso di evidenziare|’ esistenza di una correlazione posi-
tivatrai valori di Velocita Cellulare Media (VCM) ottenuti con il Cell-Count ed i para
metri cinetici ottenuti con il Cell-Trak, quali laVelocita CurvilineaMedia (VCL; r =0,85;
p <0,001) elaVelocitaRettilineaMedia(VSL; r = 0,74; p< 0,01). | valori di motilita per-
centuale (MOT%) ottenuti con il Cell-Count ed il Cell-Trak risultavano statisticamente
differenti tradi loro (p < 0,05) ma positivamente correlati (r = 0,82; p < 0,01).
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SUMMARY

In this research, computer-aided analysis of pigeon semen was performed. The data
obtained with an automatic instrument for computerised videomicrography (Cell-Trak)
were compared with data obtained with a semi-automatic system for image analysis (Cell-
Count). A positive correlation was found between Cellular Mean Velocity (VCM) vaues
obtained by using Cell-Count and, respectively, Curvilinear Mean Velocity (VCL; r = 0.85;
p < 0.001) and Straight Mean Velocity (VSL; r = 0.74; p < 0.01) obtained by using Cell-
Trak. The results of sperm motility percentages (MOT%) obtained with two instruments
were statistically different (p < 0.05) but positively correlated (r = 0.82; p < 0.01). In con-
clusion Cell-Trak can be usefully utilised for sperm pigeon analysis.
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INTRODUZIONE

La valutazione della fertilita maschile, sia in campo umano che
veterinario, sl basa soprattutto sull’analisi del liquido seminale, tutta-
viai tradizionali parametri che sono presi in considerazione quali la
concentrazione spermatica, la percentuale di spermatozoi mobili e
percentuale di forme normali non riescono sempre a distinguere tra
individui fertili ed infertili (Polansky & Lamb, 1988). La mancanzadi
valore predittivo dell’ esame del liquido seminale é dovuto essenzial-
mente adue ordini di problemi; daun lato esisteil problema della sog-
gettivita delle metodiche classiche che s basano sull’ osservazione
manual e microscopica del campione e che sono alquanto legate all’ e-
sperienza dell’ operatore. Dall’ altra parte s pone un vero e proprio
problema biologico, rappresentato dai limiti della significativita dei
parametri tradizionali stessi. Laricerca di un marker dellafertilita ha
condotto alla messa a punto di nuovi test ed al perfezionamento di
quelli giaesistenti, con I’introduzione di nuove attrezzature che hanno
migliorato |’ oggettivita dei risultati. E questo soprattutto, il caso della
valutazione della motilitd spermatica che negli ultimi anni é stata
determinata in modo oggettivo grazie all’ utilizzo di analizzatori di
immagine che hanno fornito importanti notizie riguardo alle diverse
componenti della velocita cellulare. L' applicazione di queste nuove
tecniche di indagine a specie diverse da quella umana, richiede pero
una fase preliminare di studio in modo da individuare i parametri da
indicare alo strumento nell’identificazione delle cellule in esame, in
guanto gli spermatozoi differiscono grandemente tra le diverse specie
sia per quanto riguarda le dimensioni che per la velocita ed il tipo di
movimento della cellula. Scopo del presente lavoro € stato quello di
valutare lamotilita ed i parametri cinetici correlati degli spermatozoi
di colombo utilizzando due diverse apparecchiature per la videomi-
crografia computerizzata.

MATERIALI E METODI

Il seme é stato raccolto con latecnica del massaggio (Bogdonoff e
coll., 1954) da 11 colombi (2-3 anni di eta), stabulati singolarmente,
in accordo conil D. Lg. 116/92 relativo alatutela del benessere degli
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animali utilizzati afini sperimentali. Per quanto riguarda i parametri
cinetici spermatici, la velocita cellulare media (VCM; Ws) e stata
determinata utilizzando il sistema di analis di immagine semi-com-
puterizzato “Cell-Count” (Motion Anaysis Corp., Santa Rosa —
Cdlifornia) (Ducci e coll., 1994). La valutazione della velocita rettili-
nea media (VSL; Ws), della velocita curvilineamedia (VCL; Ws), dei
movimenti laterali dellatesta (ALH; W) e dellalinearita (LIN) é stata
effettuata utilizzano I’ analizzatore d’ immagine computerizzato “ Cell-
Trak” (Motion Analysis Corp., Santa Rosa - California), settato con i
parametri riportati in Tabellal. Lamotilita percentuale (MOT%) sper-
matica e stata determinata utilizzando entrambi gli strumenti.

Tab. |. Parametri di calibrazione del Cell-Trak.
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Durata cattura dati (n° frame)

Lunghezza minima dellatraccia ( n° frame)
Velocita minimadella cellula (W/s)

Velocita massima della cellula (W/s)
Dimensione cellulare minima (pixel)
Dimensione cellulare massima (pixel)

Pixel adiacenti per ricercadel centroide X
Pixel adiacenti per ricercadel centroideY

Per la valutazione dei parametri cinetici un’aliquota di seme era
adeguatamente diluita con soluzione di Tyrode addizionata di siero
albumina bovina (0,5%), fino ad ottenere una concentrazione sper-
matica non superiore a 20 milioni di spermatozoi per millilitro.

L'andlis statistica e stata effettuata utilizzando il test dellaregres-
sione di Pearson ed il test ANOVA.

RISULTATI

| dati relativi ai parametri cinetici seminali sono riportati in
Tabellall.
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Tab. Il. Parametri cinetici seminali nei colombi.
Colombo MOT% MOT% VCM VCL VSL LIN ALH
(Cell-Count) (Cell-Trak)  (ws) (Ws) (Ws) (]
1 75 48 76 90 42 52 9,5
2 52 64 95 95 45 53 9
3 53 65 108 96 45 58 9,2
4 62 50 106 91 57 62 9
5 96 35 67 86 46 59 8,2
6 72 53 75 86 53 64 8,1
7 58 53 72 93 44 52 9,3
8 53 68 58 82 31 42 9,3
9 54 64 78 90 44 51 8,7
10 76 47 88 89 58 58 9
11 91 54 122 101 69 68 8,2
Media 65,18 52,45 85,91 90,82 4854 56,27 8,86
+D.S 13,49 12,37 19,72 5,31 10,11 7,23 0,49

L’ analis statistica ha permesso di evidenziare |’ esistenza di una
correlazione positiva tra i valori di VCM e laVCL (r = 0,85; p <
0,001) etrai vaori di VCM elaVSL (r=0,74; p<0,01). | valori di
MOT% ottenuti con il Cell-Count ed il Cell-Trak risultavano statisti-
camente differenti tradi loro (p < 0,05) ma positivamente correlati (r
=0,82; p<0,01).

DISCUSSIONE

Questa ricerca riporta i risultati della prima applicazione di una
metodica di analisi computerizzata nella valutazione dei parametri
cinetici seminali del colombo. Il sistema microcinematografico Cell-
Trak € composto da un microscopio a contrasto di fase, cui € collega-
ta una videocamera monocromatica ad alta risoluzione cheriprendele
immagini ingrandite degli spermatozoi situati nella Cameradi Makler.
Leimmagini sono trasferite ad un video-processore che operaladigi-
talizzazione dell’immagine, cioé la suatrasformazione in un’immagi-
ne suddivisain un certo numero di pixe (il pixel e lapiu piccolaarea
unitaria di misuradi un’immagine digitalizzata).
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L’ immagine digitalizzata dello spermatozoo e costituita da un con-
torno che appare sul monitor accanto alla cellula osservata in real-
time. | contorni vengono messi a fuoco grazie a controllo del “thre-
shold” (toni di grigio). La scelta del threshold permette all’ operatore
di eliminare le immagini del materiale particellato piu piccolo, il cui
effetto di disturbo puo essere ulteriormente attenuato inserendo un fil-
tro di fondo. Le coordinate digitalizzate del pixel che definiscono i
contorni di ogni testa di spermatozoo sono trasmesse ad un personal
computer per I'elaborazione del dati. Il primo passo consiste nella
determinazione del centroide di ogni contorno. Per centroide si inten-
de la posizione media definita da due coordinate x ed y di un gruppo
di pixel. Due parametri definiscono il numero minimo e massimo di
pixel che il contorno deve comprendere. Questi parametri sono di
estrema importanza perché permettono |’ identificazione della cellula
da parte del software. Nel caso degli spermatozoi di colombo, consi-
derate le dimensioni ridotte della cellula, il numero minimo di pixel &
stato fissato ad 1 e quello massimo a 5. Altri parametri da valutare
attentamente sono la velocita minima e massima della cellula.
L’'indicazione della velocita minima e di estrema importanza perché
permette allo strumento di non considerare mobili tutte quelle cellule
che potrebbero avere dei lievi movimenti passivi, derivanti, ad esem-
pio, daurti con altri spermatozoi. La velocitd massima non deve avere
un valore troppo elevato per evitare di collegare tra di loro traiettorie
di cellule diverse, anche se gli spermatozoi degli uccelli possiedono
una velocita sia curvilinea che lineare assai maggiori di quelli umani.
Nel caso degli spermatozoi di piccione la velocita minima é stata set-
tata a 8 W's, leggermente inferiore a quella dello spermatozoo umano
(10 ws) mentre la velocita massima e stata impostata a 500 /s, assai
maggiore di quella degli spermatozoi umani (300-400 W/s). L' ultimo
parametro da considerare € I’indicazione del numero di pixel di cui il
centroide puo spostarsi sul piano delle x e delley. Tale spostamento
definito utilizzando un’ area “ maschera’ attorno ad ogni centroide. Se
il centroide nel campo successivo non si trova all’ interno di quest’ area
di probabilitd, non viene riconosciuto come facente parte dello stesso
tracciato. |1 valori impostati per gli spermatozoi di colombo sono
rispettivamente di 4 e 2 pixel per |I'asse delle x e per quello delley.

La determinazione dei parametri cinetici seminali nel colombo,
effettuata applicando i suddetti valori di taratura dello strumento, si &
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rivelata di facile esecuzione. Il confronto tra i valori ottenuti per la
VCM con il Cell-Count ed i valori dellaVCL e VSL ottenuti con il
Cdll-Trak hamesso in evidenza |’ esistenza di una correlazione positi-
va statisticamente significativa, che dimostral’ attendibilita dell’ anali-
s effettuata con la strumentazione automatica. | valori relativi ala
MOT% ottenuti con il Cell-Trak risultano significativamente inferiori
a quelli ottenuti con il Cell-Count, probabilmente per la presenza di
particellato di fondo che viene interpretato dallo strumento come cel-
luleimmobili. Questo fatto limitaanche in questa specie, come gia per
il coniglio, I"utilizzo di tale attrezzatura per la valutazione di questo
parametro seminale.

Inoltre € da tenere presente che nella determinazione semi-auto-
matica dei parametri cinetici effettuata con il Cell-Count, non esiste
un valore soglia di velocita a di sotto del quale uno spermatozoo e
considerato immobile; cio potrebbe portare ad un errore di valutazio-
ne sia della MOT% (che risultera aumentata) che della VCM (che
risulteraridotta) in campioni troppo concentrati in cui gli spermatozoi
immobili vengono urtati da altre cellule.

In conclusione |’ uso di una metodica compl etamente automatizza-
ta per la valutazione dei parametri cinetici del seme di colombo puo
essere utilmente impiegata per fornire importanti informazioni sulla
qualita del seme di questa specie animale a centro di un crescente
interesse soprattutto per |e problematiche legate alla sua eccessiva dif-
fusione in ambiente urbano.
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