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En el siguiente trabajo un equipo de
profesiones de diferentes instituciones de
alto prestigio de Argentina nos presentan
una estandarizan y validacidn de un sistema
computarizado de analisis de semen CASA
(Sperm Class Analyzer) para los médulos de
concentracion y movilidad espermatica de
acuerdo anormasinternacionales.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue
estandarizar y validar un sistema
computarizado de analisis de semen CASA,
SCA (Sperm Class Analyzer) para los
parametros de concentracién y movilidad
espermatica de acuerdo a normativas
internacionales. Se estandarizd el tipo de
velocidad para la clasificacion en grados y la
profundidad adecuada de la cdmara. Para la
validacion se determiné precision, limite de

deteccidn, intervalo de medicion y estudio
de comparacion de métodos. Se hall¢ alta
correlacién lineal en la clasificacion del
movimiento empleando Velocidad
Curvilinea o Velocidad Promedio (r=0,99;
p<0,001), estableciendo el uso de la primera
para obtener resultados comparables con
otros sistemas objetivos. También, se
normatizé el empleo de cdmaras de 10 um
de profundidad debido a que se obtienen
mejores imagenes para el analisis sin
afectar la movilidad. La imprecision media
fue 13,29%, 14,26% y 18,75% para
recuento, moviles progresivos y moviles
grado (a) respectivamente. Se hall6 alta
correlacién con el método manual, tanto en
concentracion (r=0,97, p<0,0001), mdviles
progresivos (r=0,84; (p<0,001) y moviles
grado (a) (r=0,82; p<0,0001). Se comprobd
linealidad (r=0,99; p<0,001), entre 0,98 x
106y 125 x 106 esp/mL. Se concluye que el
método propuesto cumple con los
requisitos necesarios para su empleo en la
clinica, siendo indispensable la edicion de
las imagenes por parte de un operador
calificado.

Palabras clave: estudio de semen * método
objetivo * sistemas computarizados de
andlisis de semen * validacion

Introduccion

Los parametros basicos del estudio
del semen, movilidad, morfologia y concen-
tracion, son mediciones realizadas en toda
la poblacién de espermatozoides
eyaculados, portal razon dichos parametros
no son capaces de garantizar la capacidad
fertilizante de los pocos gametos que llegan
al sitio de la fecundacion; sin embargo,
proporcionan informacién esencial sobre el
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estado clinico de un individuo y constituyen
una herramienta util para inferir la funcion
reproductiva del varén. El método de
analisis, como toda determinacion del
laboratorio, debe cumplir con ciertos
requisitos para que sea vélido y pueda ser
aplicado alaclinica.

El estudio se encuentra estanda-
rizado por normativas de la Organizacion
Mundial de la Salud (1) y garantizado
mediante el uso de controles internos (2) y
programas de evaluacién externa (3),
cumplimentando con los requisitos de
calidad propuestos. Sin embargo, es un
método subjetivo, estudia los hechos y
fendmenos mediante observaciones
personales, lo que puede producir elevada
imprecision. Por tal motivo, en la actualidad
hay una tendencia a objetivar los estudios
bioquimicos.

Diferentes empresas producen
Sistemas Computarizados de Analisis de
Semen conocidos como CASA (computer
aided sperm analysis), instrumentos
capaces de medir la movilidad y la cinética
espermdtica e incluso de estimar su
concentraciéon (1). La ventaja que aportan
estos sistemas objetivos es su alta precision
y la posibilidad de proveer datos
cuantitativos de parametros cinéticos del
espermatozoide (4). Diferentes factores
pueden afectar el rendimiento de los
instrumentos CASA, como la preparacion de
la muestra, el nimero de fotogramas por
segundos, la concentracion espermaticayla
profundidad de la cdmara. A pesar de eso se
pueden obtener resultados confiables vy
reproducibles si se siguen los procedi-
mientos apropiados que se encuentran
disponibles en la literatura. Sin embargo,
para asegurar la calidad de las mediciones
estos métodos deben ser validados y
estandarizados, lo que aun no ha sido
suficientemente reportado. Se entiende por
validacién, segun la CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), a “todas las
acciones destinadas a probar que un
determinado proceso, sistema, equipa-
miento o método trabaja de la manera
esperaday logralos resultados propuestos”.
Las normativas internacionales establecen
que los- métodos analiticos empleados por
el laboratorio deben estar perfectamente
validados y que toda la informacion referida
a su desempefio (exactitud, imprecision,
linealidad) debe estar debidamente
registrada (5).
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El objetivo del presente trabajo fue
estandarizar y validar un sistema CASA para
los médulos de movilidad y concentracion.

Materialesy Métodos

Se emplearon para la validacion
muestras de semen provenientes de lalabor
asistencial del Laboratorio de Fertilidad
Masculina, FFyB UBA, en el periodo 2009-
2010 procesadas de acuerdo con la
estandarizacion OMS 1999 (6).

1. Método subjetivo: La movilidad fue
efectuada por duplicado a 37 °C (platina
termostatizada) por la evaluacién de un
minimo de 200 espermatozoides, utilizando
como cdmara, porta y cubreobjeto, en
condiciones para alcanzar una altura de 20
pum. Se informé maviles progresivos rapidos
(Grado a), moviles progresivos lentos
(Grado b), moviles no progresivos (Grado c)
einmoviles (Gradod).

El recuento espermatico se llevé a
cabo empleando camara de Neubauer
Improved por duplicado, considerando al
menos 200 elementos y se informé en
millones/mL.

El laboratorio tiene implementado
el control de calidad interno a través del
monitoreo de medias mensuales y participa
del programa de Evaluacién Externa de la
Calidad (PEEC) de la Fundacion Bioquimica
Argentina (FBA), de caracter semestral (7).

Los estudios fueron llevados a cabo
por operadores calificados.

2. Método Obijetivo: El laboratorio cuenta
con un sistema CASA, denominado SCA
(Sperm Class Analyzer, Microptic S.L.,
Barcelona, Espafia), integrado por los
siguientes componentes:

— Hardware: ordenador, cdmara digital de
video Basler (Vision-Technology, Alemania),
25 imdgenes por segundo, microscopio
optico de contraste de fase positivo Nikon E-
200 (Japdn) con platina termostatizada a 37
°C.

— Software: SCA. Programa informatico
compuesto por distintos moddulos:
movilidad y concentracién, morfologia,
control base de datos e informes, vitalidad,
fragmentacion de ADN y contador celular.

El sistema SCA permite al operador
cambiar las condiciones de medida y
otorgarvalidez alasimégenes digitales.

ANALISIS DE CONCENTRACION Y MOVILI-
DAD

El analisis de la concentraciéon y la
movilidad, con el sistema CASA - SCA, se
efectuo en forma simultdnea. Se capturaron
un minimo de 400 espermatozoides y por
medio del software del SCA se analizaron 25
imagenes digitalizadas por segundo de cada
espermatozoide de la muestra de semen. Se
calculé para cada espermatozoide la
velocidad curvilinea (VCL: velocidad
promedio de una cabeza espermatica en su
trayectoria curvilinea real), la velocidad
rectilinea (VSL: velocidad promedio de una
cabeza espermdtica en su trayectoria
rectilinea entre su posicidn inicial y final) y la
velocidad promedio (VAP: velocidad
promedio de una cabeza espermética a lo
largo de su trayectoria promedio) (Figura 1).
Relacionando la VSL con la VCLy con la VAP
se obtuvieron los indices de progresion:
Linealidad (LIN, linealidad de la trayectoria
curvilinea, VSL/VCL) y Rectitud (STR,
linealidad de la trayectoria promedio
VSL/VAP).

Los datos obtenidos del sistema
SCA requieren de una edicion por parte del
operador, que consiste en verificar que la
imagen analizada corresponda a una célula
espermatica. En todas las muestras se llevd
a cabo este procedimiento por medio de un
especialista altamente entrenado.

En base a las velocidades y sus
respectivas progresiones, el software del
equipo clasificd a los espermatozoides en
diferentes categorias, por velocidad,
rectitudylinealidad en “gradosa, b, cy d”.

A continuacion se detallan los
diferentes ensayos realizados:

1. Para la categorizacién de los esperma-
tozoides en grado (a) y grado (a+b) se
trabajo con 20 muestras, las que fueron
analizadas en forma simultdnea por
velocidad curvilinea (VCL) y velocidad
promedio (VAP).

2. Para los calculos de precision se trabajo
con 3 muestras de semen de diferentes
niveles de concentraciones y movilidad, las
que fueron analizadas entre 10 y 20 veces
en dos tipos de camaras: Leja 10 (altura 10



um)y Porta-Cubreobjetos (altura 20 um). La
repetitibilidad y reproducibilidad se
determinaron como el coeficiente de
variacion (CV%) intra camara y entre
camaras, respectivamente (8).

3. Para evaluar el efecto de la profundidad
de la cdmara en la movilidad espermatica,
en 28 muestras de semen de diferentes
concentraciones y movilidades, se efectud
el analisis objetivo por duplicado
empleando cdmaras Lejas de 10y 20 um de
profundidad.

4. Para la estimacion del limite de deteccién
(LD) y limite de cuantificacion (LQ) se
emplearon muestras azoospérmicas (n: 13),
(9) (10). El LD fue calculado como la media
del blanco +3 DE (desvio estandar) y el LQ
como 3veceselLD.

5. Para determinar el Intervalo de medicion,
una muestra de semen de elevada
concentracion (125 mill/mL) fue diluida
progresivamente empleando pipeta
automatica de presioén positiva con plasma
seminal autdlogo libre de células
(centrifugado vy filtrado), hasta llegar a una
concentraciéonde 1 mill/mL(11).

6. La comparacion entre métodos se llevo a
cabo con 100 muestras procesadas
simultdneamente en forma subjetiva y
objetiva para movilidad y concentracion
(12).

METODOS ESTADISTICOS

Se estimd la correlacién, la
regresion lineal y el analisis de las
diferencias, por medio de los tests
estadisticos de Passing Bablok y Bland
Altman utilizando como programa el

MedCalc version 9.5.0.0 (MedCalc
Software, Mariakerke, Bélgica). En todos los
casos se considerd como significativo un
a>0,05.

Resultados

En el presente estudio se ha
estandarizado y validado el uso del sistema
objetivo SCA para su empleo en un
laboratorio androlégico.

1. Se efectud estudio de correlacién lineal
entre los grado (a) y (a+b) calculados a partir
de la VCL y VAP obteniéndose un r: 0,99
(p<0,001) paraambos.

2.a) Reproducibilidad: La precision del
recuento espermatico entre ensayos,
medido como el coeficiente de variacion
(CV%) utilizando como camara porta-cubre
objeto con altura de 20 um, fue de 25,05%,
resultando superior al hallado con el
empleo de camara Leja de 10 um de altura,
cuyo CV% fue de 13,29%. Resultados
equivalentes se obtuvieron para el estudio
de la movilidad espermatica hallandose
CV% 31,60y 18,75 para grado (a) y 21,24y
14,26 para grado (a+b) empleando porta-
cubreobjeto y Leja respectivamente. El re-
quisito de calidad deseable segun
variabilidad bioldgica para la precision en
concentracion es de 13,4%, y para moviles
rapidos (grado a) y moviles progresivos
(grado a+b) es de 14,1% y 11,4%
respectivamente, en el nivel minimo del
requisito. Como se muestra, trabajando en
camara Leja 10 se alcanza el requisito
deseable para concentracion, sin embargo,
para movilidad, aunque el desempefio esta

cercano, no logra cumplir con el nivel
minimo propuesto por este criterio de
calidad (Tablal).

®.

VCL: velocidad promedio de una cabeza
espermatica en su trayectoria curvilinea
real; VSL: velocidad promedio de una
cabeza espermadtica en su trayectoria
rectilinea entre su posicion inicial y final;
VAP: velocidad promedio de una cabeza
espermatica a lo largo de su trayectoria
promedio.

Fig. 1. Terminologia estdndar de las
diferentes velocidades dadas por los
sistemas CASA.
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Tabla I. Precision entre ensayos para
concentracion y movilidad: Reproduci-
bilidad entre cdmaras.

CV: coeficiente de variacién; VB:
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®.

Andlisis de regresién de Passing-Bablock y
de diferencias de medias de Bland Altman:
Fig. 2. Comparacion de movilidad en
CamaraLeja 10 pmy 20 um.
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2.b) Repetitibilidad: para la precisién
intraensayo, utilizando cdmara Leja de 10
pum, se obtuvo CV%: 7,06 para recuento, y
13,60%y 13,39% para moviles progresivos y
moviles rapidos, respectivamente.

3. El estudio del efecto de la profundidad de
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la camara en la movilidad espermatica,
empleando Lejas de 10 y 20 um, arrojé un
coeficiente de correlacién lineal de 0,80 (p:
0,001) y 0,88 (p: 0,001) para grado (a) y
(a+b) respectivamente (Fig. 2).

4. El limite de deteccidn (LD) del sistema
computarizado, empleando trece muestras
azoospérmicas fue de 7,83x106 elemen-
tos/mL y el de cuantificacion (LQ) 23,49
elementos/mL. Sin embargo, al realizar la
validacién/edicion de imégenes con la
intervencién del operador, requisito
indispensable segun la experiencia de los
autores, para la emisién de un resultado, el
LDy LQ se reducen sustancialmente, a pesar
que se pierde objetividad del analisis.

5. El intervalo de medicidn del método fue
lineal. (r: 0,99, p<0,001) en el rango de
concentraciones estudiadas (0,98 a 125
x106/mL) (Fig. 3). Con respecto a la
movilidad, el porcentaje de moviles rapidos
y de moviles progresivos no se vio afectado
por efecto de la dilucién, presentando
ambas determinaciones un CV% de 17,4 y
18,6 para rapidos y moviles progresivos,
respectivamente, semejante al obtenido en
el estudio de la precision del método (Tabla

11).

®.

Recuento espermatico con SCA, empleando
camara Leja 10, en rango de concentracion
tedrico entre 120a 0,98 millones/mL.

Fig. 3. Intervalo de medicion.
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6. Comparacion de métodos.

- El estudio de correlacién del recuento y la
movilidad (grado a y méviles progresivos)
obtenida con el SCAy el método tradicional,
manual, subjetivo se muestra en la Tabla lll,
donde se resumen los resultados obtenidos
de larecta de regresion de Passing-Bablock.
- Para el recuento espermatico se observa
una diferencia de tipo constante entre
ambos métodos, debido a que el intervalo
de confianza (IC 95) de la pendiente
contiene al 1, pero el de la ordenada al
origen no contiene al 0 (cero). Esto se
manifiesta en que el SCA proporciona
valores superiores de recuento que el
método de referencia con camara de
Neubauer.

Con respecto a la movilidad, el
grado (a) no presenta diferencias
significativas con respecto al método
subjetivo llevado a cabo por un operador
altamente entrenado, sin embargo, los
moviles progresivos muestran diferencias
proporcionales y constantes con el método
manual que se demuestran porque el IC
95% de la pendiente y la ordenada al origen
no contienen ni al 1 ni al 0 (cero)
respectivamente (Fig. 4).

Discusiony Conclusiones

El SCA es un sistema CASA que
permite al operador intervenir en la
configuraciéon del método de estudio. Si
bien el fabricante recomienda estanda-
rizaciones, el usuario puede elegir ciertas
condiciones de medida, como la alturade la
camara a emplear, el rango y tipo de
velocidad para la clasificaciéon de la
movilidad, brillo y contraste de las
imégenes, el nimero de campos y/o
espermatozoides para el anélisis y el
coeficiente de variacion entre los distintos
campos de una misma muestra.

La alta correlacion hallada en la
categorizacion del movimiento de los
espermatozoides obtenida por la VCL y la
VAP permitiria utilizar indistintamente
ambos tipos de velocidades. Debidoa que la
velocidad promedio (VAP) es calculada
mediante diferentes algoritmos mate-
maticos establecidos por los sistemas CASA
(1), se estandarizé el uso de la VCL para la
clasificacion de la movilidad, con la finalidad
de obtener resultados comparables entre
los sistemas objetivos.
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La profundidad de la cdmara debe
ser suficiente para que el espermatozoide
realice su movimiento sin restricciones. Las
estandarizaciones de OMS recomiendan
una altura de 20 pm, debido a que el
desplazamiento de los espermatozoides se
produce como consecuencia del batido del
flagelo con una amplitud aproximada de 17
pm (13). Sin embargo los proveedores de los
sistemas CASA sugieren utilizar cdmaras de
10 um para evitar que imagenes de la
trayectoria se pierdan cuando se produce la
captura. Debido a estas consideraciones se
compararon los resultados obtenidos entre
portay cubreobjeto (20 um), Leja 20 umy lo
propuesto por el SCA, Leja 10 um (14). Los
resultados de este trabajo muestran que
con la sugerencia del fabricante se obtiene
una mejor precision para los tres para-
metros analizados. El uso de porta y
cubreobjetos es una opcién de facil
adquisicion en el mercado y disminuye los
costos, sin embargo suelen producirse
movimiento de deriva de la muestra,
desplazamiento de las particulas estaticas
de forma paralela, lo que conlleva a la
aparicion de otras trayectorias, influen-
ciando la cinética de las células moviles,
requiriendo de mayor intervencién del
operador en la edicién de las imagenes, y
por lo tanto, reduciendo la objetividad del
método. Las cdmaras Lejas no presentan
esta dificultad y muestran una precision
aceptable y superior al empleo de porta y
cubreobjetos. El estudio por duplicado de
muestras de semen en diferentes
concentraciones, empleando camaras Lejas
de 10y 20 um de profundidad mostré buena
correlacién para recuento y movilidad, con
lo cual se comprobd que una altura menor
de 20 um, no afecta la movilidad
espermatica y mejora el analisis de las
imagenes capturadas. Por tal motivo se
estandarizo el empleo de cdmaras Leja 10
pm.

A diferencia de lo que ocurre con la
mayoria de los equipamientos del
laboratorio clinico, los fabricantes de los
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sistemas CASA, en general no proporcionan
al usuario datos acerca de la validacién del
instrumento que ofrecen. Por otro lado, los
protocolos estandar de evaluacion, tales
como los de la CLSI, a veces dificultosos de
seguir debido a las caracteristicas parti-
culares del tipo de muestra y a la
inexistencia de patrones de referencia,
basan la aceptacion o rechazo de los datos
en significancias estadisticas, pero no
juzgan el impacto clinico de tal diferencia
(15). Los procesos de validacion y
estandarizacion son requisitos necesarios
para trabajar con un sistema de calidad bajo
normas internacionales. En este contexto la
evaluacién de un método es esencial parala
mejora continua del servicio del
laboratorio, ofreciendo confiabilidad de los
resultados emitidos.

El proceso de validacién incluye
determinar el desempefio del método por
medio del error total de medida, vy
determinar si cumple con el requisito de
calidad para ser de utilidad en la practica
clinica. El Consenso Internacional realizado
en Estocolmo en 1999 (16) definio la
variabilidad bioldgica como el mejor criterio
practico para establecer el Error de Medida
Méximo Tolerable (EMT), ya sea para un
nivel éptimo, deseable o minimo (17) (18).
No siempre los errores aleatorios y siste-
méticos ocurren en formaindependiente. El
error total refleja la variacion total del
resultado con respecto al valor verdadero,
es decir, representa el efecto combinado de
la imprecision y el bias o error sistematico
(ES).El recuento espermatico muestra una
precision media aceptable (CV: 13,29%) por
variabilidad bioldgica, pero para el valor de
decisién médica (percentil 5 de la poblacion
fértil) el bias es elevado, 34%, lo que
probablemente se deba, como sefialan
Vantman et al. (19), a la inespecificidad o
insuficiente selectividad del método de
medida. Sin embargo, el EMT (55%)
satisface el requisito minimo de variabilidad
bioldgica. La movilidad espermatica
presenta una precision similar a la
reportada en la bibliografia (20) empleando
el mismo sistema CASA, pero que no cumple
con el nivel minimo del requisito de
variabilidad bioldgica (CV% 18,75 para
Grado a y 14,26 para Grado a+b). Sin
embargo, el EMT (32,0%y 31,3% para Grado
a y MP respectivamente) cumple con el
requisito, ya que al presentar un ES muy
bajo (8,9% y 2,8%, para Grado a y MP
respectivamente) el peso del error de la

medida esta dado practicamente por el
error aleatorio. A pesar que los autores no
desconocen que la sugerencia es que la
medida debe cumplir el requisito, tanto
paralaimprecisién como para el bias.

Con respecto a los intervalos de
referencia para esta metodologia, se esta
trabajando para establecer los mismos
mediante la convocatoria de varones sanos
con fertilidad probada en el ultimo afio,
datos noinformadosaun.

Finalmente, se puede concluir que
el método estandarizado brinda
informacién objetiva con una precisién y
exactitud clinicamente aceptable para
movilidad y concentracion en un rango de 0
a 120 mill/mL. Sin embargo, es conveniente
cuando el nimero de espermatozoides (N)
por campo supere los 200 elementos, diluir
la muestra con plasma seminal autdlogo
libre de células, lo cual sin afectar la
movilidad, permitira al operador una mejor
validacién de las imdagenes obtenidas. A
concentraciones muy bajas, al igual que con
las azoospermias, el sistema detecta mayor
cantidad de particulas no espermaticas, el
LD sin editar fue de 7,83 x 106 elemen-
tos/mL por lo cual, si bien el operador pue-
de corregirlo luego de la edicién de las
imagenes, en muestras con menos de 15
espermatozoides por campo, es acon-
sejable hacer el estudio en forma manual. El
recuento en cdmara de Neubauer permitira
que el N de elementos sea superiory por lo
tanto menor el error cometido y la
movilidad sera similar a la subjetiva ya que
la alta intervencion en la edicion de las
imagenes por parte del operador, afectaran
la objetividad del estudio.

El estudio de la movilidad mediante
esta nueva metodologia aporta informacion
acerca de la cinética espermatica (VCL; VSL;
VAP; hiperactivacion), datos que se estan
evaluando para su aplicaciéon en el
diagndstico clinico androlégico. También
permite llevar un registro de las filmaciones
de las muestras archivado por el software
del equipo, que son de utilidad para futuras
reevaluacioes y/o estudios de comparacion
en diferentes situaciones clinicas. Este
sistema, a diferencia de otros CASA, admite
la intervencion del operador para validar
cada imagen, lo cual le confiere una
exactitud apropiada.

El sistema SCA es un sistema
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computarizado que da informacidn objetiva
y documentable, pero que no disminuye ni
el tiempo de ejecucién ni el nimero de
personal afectado alatarea.
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