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matica la plataforma de enfermedades recesivas a
pacientes que se sumen a los programas de dona-
cion de gametas. Esto permite aumentar la tasa de
deteccion de mutaciones en enfermedades de alto
impacto.

Debemos ofrecer otra herramienta en el matching
donante-receptor para disminuir el riesgo de en-
fermedades recesivas en nifos nacidos a partir de
estos tratamientos.
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Resumen

La movilidad espermadtica es un pardmetro fundamen-
tal en la evaluacion de la calidad del semen, ya que pro-
vee informacion importante sobre el estado energético de
los espermatozoides, los cuales requieren de movilidad
activa para alcanzar el sitio de fertilizacion en el oviducto.
Sin embargo, el método estaindar de medida subjetiva es
objeto de gran variacion interlaboratorios ya que estima
las velocidades, contrariamente a la tendencia actual de
objetivar todos los estudios bioquimicos.

Abstract

Sperm motility is a key parameter while assessing se-
men quality. It provides information about sperm ener-
gy state, a requisite needed to achieve the active move-
ment that enables the gamete to reach the oviduct site
were fertilization takes place. The standard method to
assess motility is subjective; it estimates speeds thus ha-
ving a great inter-laboratory variation. In fact, its use is
against to the current tendency oriented to objectify all
the biochemical studies.
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El desarrollo del analisis de semen asistido por compu-
tadora (CASA, por sus siglas en inglés) no sélo ha ayudado
a aumentar la precision y fiabilidad de la evaluacion, sino
que también proporciona mucha mas informacién que la
obtenida a través del método subjetivo convencional. Sin
embargo, ciertos factores (por ejemplo: el operador, la 6p-
tica, la configuracion del software, entre otros) pueden
afectar los resultados obtenidos al usar esta tecnologia.
Se valido el método CASA-SCA® (Sperm Class Analyzer®)
para los médulos de movilidad y concentracion, segin las
normativas vigentes, antes de emplearlo en la evaluacion
de muestras de pacientes. En la validacion se determina-
ron la precision, el limite de deteccion y el intervalo de
medicion; se realizé un estudio de comparacion de méto-
dos y se verificaron los valores de referencia.

Los CASA no suplantan el trabajo del experto, quien
debe editar las imagenes y validar los resultados para la
correcta elaboracion del informe; tampoco pueden prede-
cir la "fertilidad" de una muestra de semen. Sin embargo,
correctamente validados, estos métodos ofrecen informa-
cion detallada y precisa que permite caracterizar al eyacu-
lado y superar la calidad de la informaciéon que hasta el
momento ha proporcionado el método subjetivo.

Palabras clave: laboratorio de andrologia, CASA, va-
lidacion y estandarizacion de métodos, Norma ISO 15189.
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Development of Assisted Computer Semen Analysis
(CASA) has not only belped to increase the assessment
accuracy and reliability, but has also provided much
more information than that obtained by the conventional
subjective method. However, certain factors (the operator,
optics, software configuration, etc.) can affect the results
obtained by the use of this technology. In accordance with
current regulations, the CASA-SCA modules were valida-
ted for mobility and concentration before its use in the
andrology clinic for evaluation of patient’s samples. Ac-
curacy, method detection limit and reportable range were
determined; a study on method comparison was done
and the reference values were verified.

It must be highlighted the fact that CASA does not
supplant the work of the expert, who necessarily has to
edit the images and who finally has to validate the clini-
cal report. They cannot predict semen sample "fertility".
However, properly validated, they provide detailed and
accurate data useful for ejaculate characterization, ex-
ceeding the information that has so far been given by the
subjective method.

Key words: andrology laboratory, CASA, methods
validation and standardization, ISO 15189.
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INTRODUCCION

Los parametros bdsicos del estudio del semen,
la movilidad, la morfologia y la concentracion son
mediciones realizadas en toda la poblacion de es-
permatozoides (Ez) eyaculados. Por esta razon, di-
chos parametros no son capaces de garantizar la
capacidad fertilizante de los pocos gametos que lle-
gan al sitio de la fecundacion; sin embargo, propor-
cionan informacion esencial sobre el estado clinico
de un individuo y constituyen una herramienta util
para inferir la funcién reproductiva del varon.

El estudio del semen se encuentra estandariza-
do por normativas de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS)! y debe garantizarse mediante el
uso de controles internos? y programas de evalua-
cion externa de la calidad®, cumplimentando con
los requisitos de calidad establecidos.

La movilidad espermatica es uno de los para-
metros en la evaluacion de la calidad del semen y
provee informacion importante sobre el estado ener-
gético de los Ez que requieren de movilidad activa
para alcanzar el sitio de fertilizacion en el oviducto.

Sin embargo, el método estindar de medida sub-
jetiva es objeto de gran variacion interlaboratorios, ya
que estima las velocidades, al contrario de la tenden-

cia actual de objetivar todos los estudios bioquimicos.

La ultima edicion del Manual OMS recomienda
simplificar la clasificacion de movilidad y diferen-
ciar s6lo entre espermatozoides con movilidad pro-
gresiva, no progresiva e inmovil. Esta recomenda-
cion, si bien compensa la imprecision derivada de
la limitacion humana para caracterizar a los esper-
matozoides segin su velocidad como establecian
versiones anteriores del manual OMS va, en nuestra
opinion, en detrimento del valor clinico.

Diversas empresas producen sistemas computa-
rizados de andlisis de semen conocidos como CASA
(Computer Aided Sperm Analysis o Computer Assis-
ted Semen Analysis). Se trata de equipos capaces
de establecer simultineamente la concentracion,
el porcentaje de moviles y la cinética de los Ez
analizados. Las ventajas que aportan estos sistemas
objetivos son su alta precision y la posibilidad de
proveer datos cuantitativos®. Esta evaluacion objeti-
va permite caracterizar el movimiento de las células
espermdticas, por lo que resulta un instrumento in-
teresante para los laboratorios de andrologia.

Si bien diferentes factores pueden afectar el ren-
dimiento de los instrumentos CASA, como la pre-
paracion de la muestra, el nimero de fotogramas
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por segundo, la concentracion espermatica y la pro-
fundidad de la cdmara empleada, pueden obtenerse
resultados confiables y reproducibles si se siguen los
procedimientos apropiados referidos por las empre-
sas proveedoras de los equipos y las recomendacio-
nes que se encuentran disponibles en la literatura.

OBJETIVOS

Muchos laboratorios de reproduccion tienen un
sistema CASA, pero el grado de aceptacion y em-
pleo de los mismos es variable. Los intentos de uti-
lizar sistemas CASA para el andlisis del semen hu-
mano se han cumplido, en general, con poco éxito
debido a las dificultades inherentes que presentan
muchas muestras de semen humano, como ser la
aglutinacion de los Ez y la presencia de debris de
fondo que, hasta ahora, dificultan el correcto ana-
lisis de las imdgenes digitales. Mas alla de esto, la
informacion que brindan es tan vasta que puede
llegar a confundir al médico si no se trabaja desde
la clinica y la investigacion para atribuir un valor
clinico superador a esta nueva herramienta.

Nos proponemos transmitir nuestra experiencia,
fruto de mas de cinco afios de trabajo, con este sis-
tema desde su incorporacion a nuestra practica en
el laboratorio clinico androlégico.

Sistemas CASA

Los sistemas CASA han evolucionado a lo largo
de los ultimos 40 anos acompaniando los avances
tecnologicos que involucran mejoras en los dispo-
sitivos para capturar imagenes del microscopio,
nuevos lenguajes de programacion y una reduc-
cion sorprendente en el tamano de los equipos y
desarrollo de software. Sin embargo, resulta sor-
prendente que los criterios basicos para la identifi-
cacion de Ez y sus patrones de movimiento hayan
cambiado poco.

El desarrollo del analisis de semen asistido por
computadora (CASA)*® basado en la captura de los
movimientos de la cabeza del Ez, no s6lo ha ayu-
dado a aumentar la precision y fiabilidad de la eva-
luacion, sino que también proporciona mucha mas
informacion que la obtenida a través del método
subjetivo convencional.

La posibilidad de acceder a datos registrados por
el CASA por videodocumentacion de las muestras
analizadas facilita la comparacion de resultados y
hace que sea posible descubrir diferencias sutiles de-
bidas a patologias o tratamientos. Sin embargo, varios
factores (el operador, la 6ptica, la configuracion del

software, la configuracion de adquisicion de image-
nes, el nimero de campos analizados, la concentra-
cion de la muestra, la dilucion de la muestra en caso
de realizarse y la camara de analisis) pueden afectar
los resultados obtenidos al usar esta tecnologia”™.

Para evitar estas variaciones, se han hecho ensayos
en diferentes especies para estandarizar los métodos
de evaluacion de la movilidad utilizando CASA!**. El
efecto del tipo de camara utilizada se ha estudiado
tanto en humanos!'* como en algunas especies anima-
les como bovinos®, caninos® y equinos!®.

Cada sistema comercializado es diferente. Los
sistemas CASA mas modernos pueden ver automa-
ticamente varios campos mediante cimaras de poca
profundidad y capturar imagenes estroboscopicas
de 500 a mas de 2.000 espermatozoides, a una velo-
cidad de 50 6 60 cuadros por segundo, en extensio-
nes claras o complejas y, en menos de dos minutos,
almacenar informaciéon de 30 o mas cuadros y pro-
porcionar datos de cada espermatozoide analizado
en forma individual y de la poblaciéon en su totali-
dad. Unos pocos sistemas son también capaces de
evaluar la morfologia de los Ez. Por todo lo dicho,
no es prudente asumir que los resultados obtenidos
a partir del andlisis de una muestra por dos sistemas
diferentes de CASA serdn casi idénticos incluso si se
les da los mismos nombres a los pardmetros, ya que
el hardware y los algoritmos seran diferentes. En
la actualidad, cada equipo vigente tiene diferentes
sistemas de iluminacion, de captura de imagenes y
posterior andlisis de las mismas.

Como ya fue mencionado, los valores genera-
dos por cada sistema CASA dependen de muchos
factores, entre otros de la optimizacion de la confi-
guracion para el tipo de esperma a analizar y de la
camara donde se evaluard el semen.

Es importante recordar que los Ez de cada espe-
cie tienen un tamano, forma de la cabeza e inser-
cion de la cola diferentes, lo que generara patrones
de movimiento distintos. Esto implica que no son
compatibles o intercambiables las configuraciones
entre especies.

Los CASA no pueden predecir la "fertilidad" de
una muestra de semen. Sin embargo, validados
cuidadosamente ofrecen informacién detallada y
precisa que permite caracterizar al eyaculado, su-
perando la informacién que hasta el momento ha
brindado el método subjetivo.

El desafio ahora, una vez lograda su estanda-
rizacion y validacion para el empleo en la clinica
androlégica, es hallar un valor clinico superador a
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estos nuevos parametros cinéticos para el diagnés-
tico y seguimiento de pacientes.

Componentes de los sistemas CASA

Hardware. Computadora (PC), camara de vi-
deo, microscopio Optico de contraste de fase po-
sitivo 0 negativo segin el requerimiento de cada
sistema con magnificacion de 100x.

Software. Programa informatico compuesto por
distintos modulos: movilidad, concentracion, morfo-
logia, base de datos e informes.

Platina termostatizada a 37 °C. Si bien no for-
ma parte de los CASA, su uso es indispensable para
asegurar una correcta evaluacion de los Ez con movi-
lidad progresiva rapida o grado (a) >25 pm/s a 37 °C.

Validacion de los CASA

Antes de introducir un método nuevo para re-
portar resultados de pruebas de pacientes, los la-
boratorios requieren varios pasos. Primero, se debe
especificar el desempenio requerido para el méto-
do. Las especificaciones de desempefio deben de-
finirse a través de requerimientos regulatorios y/o
médicamente utiles. En segundo lugar, el labora-
torio podrd emplear el nuevo método si sus espe-
cificaciones cumplen con las especificaciones de
desempeno requeridas. Por ultimo, el laboratorio
debe realizar experimentos para verificar que la im-
precision y sesgo definido por el fabricante se lo-
gren en el laboratorio. Si estos pasos son exitosos,
se introduce el método para su uso rutinario en las
pruebas de pacientes. La mayoria de los sistemas
CASA que se comercializa no define estas especifi-
caciones de calidad, pero para asegurar la calidad
de las mediciones, al igual que todos los métodos
empleados por los laboratorios, los CASA deben
ser validados y estandarizados para su empleo en
la practica clinica siguiendo normativas internacio-
nales. La Norma IRAM-ISO 15189' establece que
los métodos analiticos empleados por el laborato-
rio deben estar perfectamente validados y toda la
informacion referida a su desempeno (exactitud,
imprecision, linealidad) debe estar registrada de
forma adecuada.

Se entiende por validacién a "todas las acciones
destinadas a probar que un determinado proceso,
sistema, equipamiento o método trabaja de la ma-
nera esperada y logra los resultados propuestos"
(CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute).

En el presente trabajo se hace referencia al em-
pleo de un sistema CASA en particular, el Sperm

Class Analyzer® (SCA) de MICROPTIC S.L®, Bar-
celona, Espafa, ya que es con el que se cuenta
en el laboratorio. Este equipo permite evaluar, en
forma simultanea, la concentracién y la movilidad
mediante la captura de un minimo de 400 esperma-
tozoides y el andlisis de 25 imdgenes digitalizadas
por segundo mediante el soffware del SCA.

Los CASA informan, por medicion y/o cilculo
para cada espermatozoide, los siguientes parame-
tros (Figura 1):

- L STR=VSL x 100
yCl VAP AL
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Figura 1: Terminologia esténdar de las diferentes velocidades por
los sistemas CASA.

VCL: velocidad promedio de una cabeza espermdtica en su tra-
yectoria curvilinea real; VSL: velocidad promedio de una cabeza
espermdtica en su frayectoria rectilinea enfre su posicién inicial y
final; VAP: velocidad promedio de una cabeza espermdtica a lo
largo de su frayectoria promedio.

* Velocidad curvilinea (VCL, pm/s): velocidad
promedio de una cabeza espermdtica en su trayec-
toria curvilinea real.

* Velocidad rectilinea (VSL, pm/s): velocidad
promedio de una cabeza espermdtica en su trayec-
toria rectilinea entre sus posiciones inicial y final.

* Velocidad promedio (VAP, um/s): velocidad
promedio de una cabeza espermadtica a lo largo de
su trayectoria promedio.

Se calculan los indices de progresion mediante
la relacion entre la VSL y la VCL y la VAP:

* Linealidad (LIN): linealidad de la trayectoria
curvilinea, VSL/VCL.

* Rectitud (STR): linealidad de la trayectoria
promedio, VSL/VAP.

Otros parametros cinéticos aportados por los
sistemas CASA son:

* Porcentaje de oscilacion (WOB): medida de
la oscilacion de la trayectoria real sobre el camino
promedio, VAP/VCL.

e Amplitud lateral de la cabeza (ALH, pm).

* Frecuencia de batido del flagelo (BCF, Hz).

Se debe establecer el tipo de velocidad (VCL
0 VAP) a considerar para la clasificacion de cate-
gorias de movilidad espermadtica y la profundidad
adecuada de la camara a emplear.

El sistema SCA, al igual que otros equipos como el
Integrated Semen Analysis System® (ISAS), permite al
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operador eliminar las particulas reconocidas que no
sean espermatozoides tras el andlisis; es decir, verifi-
car que la imagen registrada corresponda a una célula
espermatica. Este procedimiento debe llevarse a cabo
por un operador altamente entrenado, ya que puede
alterar la veracidad de los resultados.

En base a las velocidades y progresiones, el
software cataloga a los espermatozoides, segin la
configuracién adoptada por el usuario, en catego-
rias, por lo que puede informar igual que el méto-
do subjetivo segin la OMS (2010):

* Moviles progresivos (PR, %): porcentaje de Ez
con movilidad traslativa, lineal o no lineal, sin tener
en cuenta la velocidad.

* Moviles no progresivos (NP, %): porcentaje de
Ez méviles pero no traslativos (méviles in situ, que
s6lo mueven la cabeza o la cola, etc.)

* Inmoviles (IM, %): porcentaje de Ez inmoviles.

* Moviles totales (MT = PR + NP, %): porcentaje
de Ez moviles.

En base a los parametros cinéticos, los CASA per-
miten clasificar a los Ez seglin sus caracteristicas de
movilidad, por ejemplo: hiperactivos, grado (a), etc.

En nuestro equipo, consideramos Ez con mo-
vilidad progresiva lineal riapida [grado (a)] a los
que cumplen con las siguientes restricciones: VCL,
>35/s; LIN, >50%; STR, >80%.

Validacion del CASA-SCA®

Como se menciono, los CASA deben ser vali-
dados segun las normativas vigentes, por eso en
nuestro laboratorio se valida el CASA-SCA® para los
modulos de movilidad y concentracion’, que son
los que se utilizan antes de emplearlos en la eva-
luacion de muestras de pacientes.

En la validacion se determinaron la precision'?,
el limite de deteccion y el intervalo de medicion; se
realiz6 un estudio de comparacion de métodos y se
verificaron los valores de referencia.

En primer lugar, se estandariz6 el tipo de ve-
locidad (VCL o VAP) a considerar para la clasifica-
cion de categorias de movilidad espermadtica y la
profundidad adecuada de la cimara a emplear. Se
hall6 una alta correlacion lineal en la clasificacion
del movimiento empleando ya sea VCL como VAP
(r=0,99; p <0,001), por lo que se establecio el uso
de la primera para obtener resultados comparables
con otros sistemas, ya que la VCL es medida por el
equipo a diferencia de la VAP que se calcula me-
diante diferentes algoritmos matematicos segin el
software de cada CASA'.

En cuanto a las cimaras a emplear, se testeo el
uso de porta y cubreobjetos y camaras comerciales.
Finalmente se normaliz6 el uso de cdmaras Leja®
de 10 pym de profundidad, que son las que permi-
ten mejores imagenes para el andlisis.

Para los cdlculos de precision se trabajé con
tres muestras de semen de diferentes niveles de
concentracion y movilidad, que fueron analizadas
entre 10 y 20 veces con cdmaras Leja 10® (altura 10
pm). La repetibilidad y reproducibilidad se determi-
naron calculando el coeficiente de variacion (CV%)
intracimara y entre cadmaras respectivamente. La
imprecision media hallada para Ez méviles progre-
sivos fue semejante a la reportada en la bibliogra-
20

fia®® y la del recuento espermatico resulté aceptable

por variabilidad biolégica (Tabla 1).

Camara CV% CV%
Concentracion Méviles
progresivos
il 25,05 21,24
objeto
H ®

Rigii 13,29 14,26
Requisito de . .
calidad (VB) 13,4 1.4

Tabla 1: Precisidn enfre ensayos para concentracién y movilidad.

CV: coeficiente de variacién; VB: variabilidad biolégica. Re-
quisito de calidad obtenido de la base de datos de Westgard
(http: / /www. Westgard.com/biodatabase 1. him).

9 nivel deseable.
5 nivel minimo.

El limite de deteccion (LD) del sistema com-
putarizado se estableci6 empleando 13 muestras
azoospérmicas y fue de 7,83 x106 elementos/mL.
El limite de cuantificacion (LQ) fue de 23,49 ele-
mentos/mL. Sin embargo, al realizar la validacion y
edicién de imagenes con la intervencion del ope-
rador, requisito indispensable segin nuestra expe-
riencia para la emision de un resultado veraz, el
LD y LQ se redujeron a cero a pesar de perder
objetividad el analisis.

El intervalo de medicion del método fue lineal
(r=:0,99, p <0,00D) en el rango de concentraciones
estudiadas (0,98 a 125 x 106/mL) (Figura 2). Para su
determinacion se emplearon muestras de alta con-
centracion diluidas con plasma seminal autélogo,
la movilidad no se vio afectada y se hall6 un CV%
para Ez moviles progresivos semejante al obtenido
en el estudio de la precision del método.
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Figura 2: Intervalo de medicion.

Recuento espermdtico con SCA, empleando cémara leja 10®, en
rango de concentracién tedrico entre 120 a 0,98 millones/mL.

Los estudios de correlacion del recuento y la
movilidad obtenida con el SCA y el método tradi-
cional (camara de Neubauer para recuento y mé-
todo subjetivo para movilidad) demostraron alta
correlacion tanto para la determinaciéon de con-
centracion (1=0,97, p<0,0001) como para la valo-
racion de moéviles progresivos (r=0,84; (p<0,001).
En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos
en la recta de regresion de Passing-Bablock. En el
recuento espermdtico se observa una diferencia de
tipo constante entre ambos métodos, lo que pone
de manifiesto que el SCA® proporciona mayores
valores de recuento que el método de referencia
con camara de Neubauer. Sin embargo, el error
maximo tolerable de medida (EMT: 55%) satisfizo
el requisito minimo de variabilidad biol6gica.

Verificacion de los valores de referencia

La Norma 15.189 establece que los laboratorios
deben verificar los valores de referencia reportados
en sus protocolos. Por este motivo, se cumplimento
con este requisito mediante el empleo de la guia C28-
A2 CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

En el laboratorio, el proceso de verificacion de
estos valores se llevo a cabo mediante la convoca-
toria a 20 hombres argentinos residentes en Buenos
Aires, con fertilidad probada en los ultimos 12 me-
ses, sin patologia andrologica?!.

Los valores de referencia publicados por la OMS
en 2010 se validaron para la concentracion esper-
matica y el nimero total de espermatozoides por
eyaculado con el empleo del SCA®. Sin embargo,
los PR y MT no pudieron ser validados con estos
20 varones de referencia, ya que el 15% de ellos
mostrd un valor inferior al establecido por la OMS,
con un maximo de 10% el permitido por la norma.

Los parametros cinéticos calculados por los sis-
temas CASA han sido relacionados con resultados
de los procedimientos de fertilizacion instrumen-
tal* pero, a pesar de que diversos autores han pu-
blicado sus experiencias®>*?! no hay estudios de
estimacion de valores de referencia en la bibliogra-
fia. La mayoria de los laboratorios que utiliza siste-
mas CASA refiere un valor limite inferior promedio
para la poblacién de Ez de 45 pm/s para la VCL, 25
pm/s para la VSL, 35 pm/s para la VAP, 60% para la
LIN, 80% para la SRT y 2 pm para el desplazamien-
to lateral de la cabeza (ALH)®.

En las Tablas 3 y 4 se muestran los resultados de
la verificacion de los valores.

Recuento Méviles
espermatico progresivos " —
Parametro Limite N° de casos
Ecuacién y= 6,008833 + y=-7,275000 + inferior con resultados
de la recta 0,940119 x 1,199000 x segun OMS menores a los
establecidos
r (p) 0,9734 (p 0,8355 (p CC. espermdtica 15 1, se verifica
<0,0001) <0,0001) (Ez/ml)
N 100 100 N° total de Ez 39 1, se verifica
(Ez/eyac)
MT (%) 40 4, no se verifica
Pendiente 0,940119 1,199000
(1C 95%) (0,8361;1,0184) (1,0735;1,3562) PR (%) 32 | 3, no se verifica
o "
Ordenada 6,008833 7,275000 NP (%) ] 1, se verifica
al origen (2,0386;12,6371) | -12,8625;-2,0176) IM (%) 22 0, se verifica
(IC 95%)

Tabla 2: Comparacion de métodos: resumen de los resultados de la

recta de regresién de Passing-Bablock.

Ecuacién de la recta: y = b + m x x; m: pendiente; b: ordenada

al origen; IC: intervalo de confianza del 95%.

Tabla 3: Pardmetros de recuento y movilidad por CASASCA,
datos correspondientes a 20 hombres sanos con fertilidad en los
Glimos 12 meses.

Ez: espermatozoides; CC: concentracién; MT. méviles totales; PR:
moviles progresivos; NP: méviles no progresivos; IM: inméviles;

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
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Pardmetro | Mediana Rango Limite N° de casos
inferior con resultados
segun menores a los
bibliografia | establecidos

VCL (ym/s) 78,83 46,4-106,66 45 0, se verifica

VSL (ym/s) 51,94 29,34-90,39 25 0, se verifica

VAP (pm/s) 63,24 34,93-95,28 35 1, se verifica

LIN (%) 67,48 | 44,39-84,74 59 7

SRT (%) 84,47 72,36-94,87 80 7

ALH (pm) 22 1,73-3,44 2 5

WOB (%) 79,48 60,53-89,33 No hay

publicados

BCF (Hz) 8,87 4,73-10,80 No hay

publicados

Tabla 4: Parémetros cinéticos por CASA-SCA®.

VCL: velocidad curvilinea, VSL: velocidad rectilinea, VAP: veloci-
dad promedio, LIN: linealidad, STR: rectitud, VWOB: porcentaje de
oscilacién, AlH: amplitud lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de
batido del flagelo.

Estudios multicéntricos futuros podran estable-
cer los valores de referencia para movilidad y para-
metros cinéticos.

Por todo lo expuesto, se concluye que el siste-
ma CASA-SCA® demostré cumplir con los requisitos
de calidad necesarios para su empleo en la clinica,
siendo indispensable la edicion de las imdgenes
por parte de un operador calificado.

Validacion de los resultados reportados

El método CASA presenta la ventaja de aumentar
la precision y reproducibilidad de las mediciones
de movilidad espermadtica. Sin embargo, en ciertas
situaciones puede no reflejar con exactitud lo que
ocurre en la totalidad de la muestra de semen de-
bido a factores inherentes a la metodologia y/o a la
calidad de la muestra. Por este motivo, en nuestro
laboratorio implementamos la doble observacion
de la muestra por el CASA y por un observador
entrenado que evalia la movilidad por el método
subjetivo cldsico.

Las muestras de semen son evaluadas en simul-
tineo por el método subjetivo, segin OMS 2010,
con portaobjetos y cubreobjetos y con el CASA-
SCA® con camara Leja 10%, en ambos casos con pla-
tina termostatizada.

Se comparan los datos de movilidad PR obteni-

dos por ambos métodos con el empleo de la tabla
de comparacion de porcentajes del Manual de la
OMS!, que corresponde a la ecuacion:

d=|p1-p2| <1.96 (2 P (100-P) /N)

donde: P= (p +p,)/2
P, Y p, son los % MP de cada

método (SCA y subjetivo)

Se validan los resultados del CASA si la diferen-
cia (d) entre porcentajes es menor a la permitida
por la tabla. En caso contrario, se rechazan los da-
tos y se repite la observaciéon por ambos métodos.

La tasa de rechazos en nuestro laboratorio es
de 6,5% y se debe a las caracteristicas propias del
semen y a las limitaciones de estos sistemas®.

La evaluacion en simultaneo por los dos méto-
dos permite validar cada muestra a modo de control
de calidad interno (CCD y en caso de discordancia
de resultados, realizar la inmediata re-evaluacion de
la muestra y la consecuente toma de decision.

Algunos factores considerados como causales
de discrepancias son:

* Volumen de semen examinado: las camaras
Leja® cargan un volumen muy pequeno de semen
(4-5 pL) a diferencia del portaobjetos/cubreobjetos
(porta + cubre 24 x 24:12 pL o porta + cubre 22 x
22:10 pD).

* Semen hiperviscoso: se dificulta el cargado de
las cdmaras Leja® por capilaridad. Esto se debe al
efecto Segre-Silberberg, (SS-¢ffect, en inglés) feno-
meno fisico que ocurre cuando las particulas en una
solucion son transportadas por flujo laminar, lo que
ocasiona una subestimacion del contenido de parti-
culas dependiente de la viscosidad? %.

* Polispermias: estos sémenes deben diluirse
con plasma seminal homoélogo para ser evaluados
por el CASA, lo que altera las caracteristicas origi-
nales del semen.

* Oligozoospermias proporcionan
imagenes muy dispares debido al bajo nimero de
Ez presentes por campo.

* Muestras muy heterogéneas: al igual que en
las oligozoospermias, la divergencia entre las ima-
genes obtenidas induce a error.

* Muestras con debris: los equipos no son capa-
ces de distinguir entre Ez inméviles y elementos de
tamano similar, por lo que se requiere gran trabajo
de edicion.

severas:
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* Presencia de Ez aglutinados: producen ima-
genes confusas dificiles de analizar.

Limitaciones o desventajas de los CASA

En los instrumentos CASA, la imagen del campo
microscopico se convierte en una imagen digital y
el software establece valores de la cinética de cada
espermatozoide a partir de un ndmero de image-
nes tomadas en un segundo (frames en inglés; en
castellano, cuadros o figuras) del movimiento de la
cabeza. Cuando la computadora detecta un esper-
matozoide en el microscopio es capaz de dibujar
una imagen digitalizada de cada Ez individualmen-
te, incluyendo su velocidad y trayectoria mientras
se mueve bajo el microscopio.

Mucho se ha aprendido acerca de las “microca-
racteristicas” normales y anormales de los Ez me-
diante el empleo de este método que sin embargo
no es infalible. El equipo sélo es tan inteligente
como el programador que lo seted. Pequenos cam-
bios en el programa pueden alterar los cdlculos de
manera significativa y los equipos requieren moni-
torizacion y actualizacion constantes.

En la actualidad, los factores mas importantes que
limitan el uso de los CASA en la prictica clinica son:

* La tendencia de estos sistemas a sobreesti-
mar la concentracion espermatica debido a que el
software puede contabilizar el mismo espermato-
zoide dos veces por las colisiones espermaticas.
Esta sobrestimacion se produce en menor medida
cuanto mas diluida esté la muestra, ya que dismi-
nuyen las colisiones.

* Algunos equipos como el SCA permiten al
operador cambiar las condiciones de medida y otor-
gar validez a las imdgenes digitales, pero este proce-
dimiento también puede alterar los resultados.

* No existe una estandarizacion y optimizacion
de los equipos y de los procedimientos utilizados
en los analisis.

* Cada laboratorio utiliza un equipo diferente,
con diferentes caracteristicas técnicas que dan lu-
gar a resultados muy dispares entre centros.

* Los resultados son afectados por diferentes fac-
tores como la temperatura de la muestra, volumen,
tipo de camara, concentracion de la muestra. Influyen
también cuestiones vinculadas al suministro eléctrico
que condicionan la tension que llega al equipo.

* No existen hasta el momento muestras o so-
luciones para realizar el CCI ni Programas de Eva-
luaciéon Externa de la Calidad (PEEC), que si estan
disponibles para el método clasico.

Para minimizar estos inconvenientes en nuestro
laboratorio, todos los resultados siempre se verifi-
can tanto por un andlisis de repeticién, asi como
por una segunda opiniéon humana-validacion de
resultados, descripto anteriormente.

Por todo lo expuesto, es necesario que cada la-
boratorio estandarice un protocolo, sabiendo que
los resultados solo seran aplicables a muestras eva-
luadas con el equipo en cuestiéon hasta tanto se
creen PEEC y métodos accesibles y confiables de
CCI para estos sistemas.

CONCLUSIONES

Los sistemas CASA tienen un enorme potencial
como herramienta de investigacion, en toxicologia
reproductiva, en produccion animal y en la evalua-
cion del semen humano con fines clinicos.

No hay duda que los sistemas CASA del futuro
tendrdan que ser rigurosamente estandarizados, vali-
dados y verificados para responder a las diferentes
necesidades tanto de los laboratorios de andrologia
clinica como a los de produccion animal, de toxi-
cologia reproductiva y de investigacion. También
deberan proponer nuevas pruebas funcionales que
evalden la calidad del semen y su potencial fértil,
en lugar de limitarse a medir los parametros des-
criptivos del semen per se.

Hoy en dia debemos centrarnos en lo que sa-
bemos que los sistemas CASA pueden hacer con
exactitud, la cuantificacion y caracterizacion de las
subpoblaciones de Ez. Mejoras urgentes en la tec-
nologia de los CASA deberan abordar el analisis de
la morfologia de los Ez con precision.

Por sobre todo quisiéramos dejar en claro que
esta tecnologia no suplanta el trabajo del experto
quien necesariamente debe editar las imagenes y
validar los resultados para la correcta elaboracion
del informe.
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