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Resumen

Objetivo: efectuar la evaluacion completa del nuevo analizador Sperm Class Analyzer®
(SCAv.3.2.0) para la realizacion del seminograma en sus apartados de recuento y movilidad
y de la morfologia espermatica, que incorpora las Ultimas mejoras en tecnologia y
software a este sistema de andlisis de semen tipo CASA (Computer-Assisted Sperm
Analysis).

Material y métodos: se procesaron 150 muestras de semen provenientes de las areas
clinicas de esterilidad y urologia. Se analizaron 42 muestras en el médulo de concentracion
del SCA'y 65 muestras en el modulo de movilidad, utilizando en ambos la camara de Leja
desechable de 10 um de profundidad. Paralelamente se realizd el recuento manual de los
sémenes por duplicado en camara de Neubauer Improved y el estudio de la movilidad por el
método manual, en porta y cubre 22 x 22 mm a 37 °C, en 200 espermatozoides y se estudid
la imprecision, la linealidad y la exactitud del SCA con el método manual. El analisis de la
morfologia espermatica se efectud procesando un total de 50 muestras por el médulo de
morfologia del SCA; las mismas extensiones ya tefidas fueron evaluadas manualmente a
200 células por un facultativo titulado en EHSRE y calculando su coeficiente de correlacion.
Resultados: el recuento del SCA ha presentado una imprecision media intradia del 10,13%,
con un rango de entre el 3,2 y el 17,1%, dependiendo de la cifra de recuento y su
correlacion con el método manual ha sido de r = 0,98 (p = 0,001). Se ha comprobado la
linealidad en el recuento con el SCA entre 190 millones de espermatozoides hasta
0,5millones/ml. La movilidad ha presentado una imprecision mayor en los clasificados
como b% y c% de la OMS, con un valor medio de 21,81%, que los a% y d% OMS, con un valor
medio del 10,32%, dependiendo también del recuento de la muestra y se ha comprobado la
fiabilidad de la medicion del parametro de movilidad hasta una concentracion maxima de
120 millones/ml. La morfologia utilizando el criterio personal de configuracion del SCA, ha
presentado una correlacion positiva significativa r = 0,899 (p = 0,0001), con el método
manual de referencia.

*Autor para correspondencia.
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Introduccion

Conclusiones: se ha validado positivamente el recuento y la movilidad efectuadas con el
SCA, utilizando la camara de Leja desechable de 10 um de profundidad. Se establecen una
serie de premisas para la utilizacion de la morfologia automatizada realizada por el SCA, y
se plantea también la utilidad clinica de algunos de los nuevos parametros cinéticos y
morfométricos del espermatozoide que proporciona el analizador de semen.

© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos
reservados.

Evaluation of automated system Sperm Class Analyzer (SCA) for semen analysis

Abstract

Objective: Evaluation of the efficiency of the New Sperm Class Analyzer® (SCAv.3.2.0) in
sperm automated analysis for the calculation of the motility, concentration and
morphology parameters using the latest CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis)
technology in software for spermiogram analysis.

Materials and methods: Analysis of 150 semen samples from the clinical areas of Fertility
and Urology, 42 samples were analyzed with the SCA concentration module and 65 samples
were analyzed with the SCA motility module using a disposable 10 micron deep Leja
Chamber in both. At the same time the samples were analyzed by the manual method using
the Neubauer Improved chamber for counting and slides with 22 x 22 mm cover slip heated
to 37 °C with an average of 200 spermatozoa for motility, in order to test the precision,
linearity and accuracy of SCA system compared with the manual method. The morphology
analysis was evaluated using 50 pre-stained slides and evaluating 200 cells both manually
by an ESHRE qualified technician and the SCA method and then calculating the correlation
coefficient.

Results: The counting with SCA system compared with the manual method has shown a
within-day imprecision of 10.13% with a range between 3.2% and 17.1% depending on the
count level; correlation with the manual method was r = 0.98 (P = 0.001). The linearity of
the SCA was shown to be linear between 0.5 million and 190 million sperm/ml. The motility
module showed a higher within-day imprecision in counting WHO “type b”’ and “type c”
spermatozoa (21.81%) than the “type a” and “type d”, with an average value of 10.32%,
also depending on the count rate. The reliability of the motility parameter was evaluated
up to a of 120 million sperm/ml. The morphology module, with a customised configuration
of parameters, had a significant positive correlation (r =0.899; P =0.0001) compared
with the manual method.

Conclusions: The comparison of the concentration and motility of spermatozoa between
the manual method and the SCA modules using 10 microns deep Leja chambers was
positively evaluated. A series of premises are established for using the automated
morphology performed on the Sperm Class Analyzer. The clinical usefulness of some of the
new kinetic and morphometric parameters of sperm provided by the semen analyser is also
established.

© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos
reservados.

de computacion que permita la organizacion de datos y su
analisis estadistico, asi como el calculo de los nuevos

La presion asistencial que ha comportado el aumento de la
demanda del perfil analitico del seminograma al area de
andrologia, debido al auge de las técnicas de reproduccion
asistida en nuestros hospitales, ha creado al laboratorio la
necesidad de la automatizacion del seminograma, escogien-
do en nuestro caso los denominados métodos CASA (Com-
puter-Assisted Sperm Analysis), para dar la adecuada
respuesta a este aumento de la demanda analitica'3. Estos
métodos CASA deben cumplir las premisas de homologacion
establecidas por el grupo especial de andrologia de la
ESHRE* y el instrumento debe estar conectado a un sistema

parametros cinéticos que define la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en su manual de laboratorio para el
examen del semen humano®.

Se ha efectuado la evaluacion del nuevo analizador Sperm
Class Analyzer® (SCA V.3.2.0)° durante 1 afo, en una
muestra de 150 sémenes de los que se procesaron 42
muestras de recuento, 65 de movilidad y 50 muestras de la
morfologia espermatica. El analizador no contempla ain la
realizacion automatizada de la vitalidad espermatica.

Se han evaluado los mddulos del SCA que se citan a
continuacion: a) el recuento de espermatozoides, su
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correlacion con el método de referencia manual, la linea-
lidad y los coeficientes de variacion; b) la movilidad, su
correlacion con el método manual, la linealidad y sus
coeficientes de variacion; ¢) en el modulo de la morfologia,
el parametro de porcentaje de normalidad, sus coeficientes
de variacion y su correlacion con el método manual,
realizado por un facultativo con titulacion EHSRE (European
Society of Human Reproduction and Embriology) y avalado
por la experiencia del procesamiento del control externo
espanol (Ceifer) los ultimos 2 afnos y d se plantea finalmente,
la utilidad clinica de los nuevos parametros cinéticos y
morfoldgicos que presenta el SCA®.

Material y métodos
Instrumentacién

Sperm Class Analyzer® (SCA)

El SCA es un equipo que permite analizar el semen de
manera precisa y objetiva® y pertenece a la generacién de
los sistemas de analisis de semen tipo CASA, integrado por
los siguientes componentes:

1. Hardware: ordenador, camara digital Basler (Vision-
Technology) 312 FC/C, 25 imagenes/s, microscopio Nikon
B-200 con platina termostatizada, placa calefactora
Omron.

2. Software: SCA. Es un programa informatico compuesto
por los siguientes modulos:

— Modulo de movilidad y concentracion: es el médulo
para analizar la movilidad y la concentracion esper-
matica que se realiza utilizando las camaras dese-
chables de Leja, aconsejadas por el fabricante del
analizador y utilizadas por varios autores’'°. Este
modulo necesita disponer de un microscopio que
incorpore una platina termostatizada a 37°C para
efectuar las mediciones.

— Modulo de morfologia: es el modulo que analiza la
morfologia y morfometria de los espermatozoides.

— Otros modulos: modulo de control base de datos e
informes, modulo de concentracion OMS, modulo de
fragmentacion de ADN, mddulo contador.

Analisis de concentracion y movilidad
El analisis de la concentracién y la movilidad con el SCA se
efectla a la vez con la misma muestra. Se realiza tomando
1-5 ul de semen, que se sitUan en alguna de las camaras de
Leja desechables de varias profundidades disponibles,
previamente atemperada a 37 °C en placa calefactora.
Concentracion. La configuracion del tipo de camara de
recuento empleada sera muy importante, dado que para los
calculos finales de la concentracion, el factor de calculo
empleado dependera del grosor o profundidad de la camara
escogida. Para este fin hay, en la opcion de propiedades, un
campo dedicado a seleccionar la camara de recuento que se
usa. Para la realizacion del analisis, una vez colocada la
muestra en la cdmara de Leja, el usuario puede visualizar la
imagen y capturar hasta 10 campos y un nimero ilimitado de
espermatozoides, dependiendo del recuento de la muestra
con un minimo de 200-300 espermatozoides, de acuerdo con
lo establecido por la OMS®, o capturar mas si lo desea —en

nuestro caso 1.000 espermatozoides por muestra—-. Final-
mente, el SCA permite una configuracion personalizada del
informe final (centro, NH, etc.), escogiendo los parametros
de impresion deseados.

Movilidad. Antes de la realizacion del analisis se escoge,
en la opcidon de configuracion del sistema, el criterio de
clasificacion de la movilidad segin la velocidad de los
espermatozoides, siguiendo los criterios prefijados o segun
criterios personales, para ajustar, en este uUltimo caso, el
analizador a sus propios valores de referencia.

El analisis de movilidad se hace a la vez y con la misma
muestra que el de concentracion, y ambos resultados se
imprimen en un mismo informe. En el analisis de la
movilidad ademas de los parametros clasicos (a%, b%, c%,
d% de la OMS), el SCA obtiene los parametros morfocinéticos
que vienen definidos por el fabricante de la siguiente
manera*: a) VCL: velocidad curvilinea de los espermato-
zoides (um/s); b) VSL: velocidad rectilinea de los esperma-
tozoides (um/s); c¢) VAP: velocidad media de los
espermatozoides (um/s); d) STR: indice de rectitud de los
espermatozoides (%); e) LIN: indice de linealidad de los
espermatozoides (%); f) WOB: indice de oscilacion de los
espermatozoides (%); g) ALH: amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza de los espermatozoides (um/s), y h)
BCF: frecuencia de cruce de los espermatozoides (Hz).

El SCA informa del porcentaje de espermatozoides
denominados hiperactivos (ALH >2,5um/s y STR >
85%) "4,

Andlisis de morfologia

El SCA permite la eleccion del criterio de realizacion de la
morfologia espermatica: la OMS®, criterio de Tygerberg
(Kruger)® y personal. Los 2 primeros son criterios definidos y
no se pueden modificar; ademas van ligados a unos valores
morfométricos especificos que el fabricante refiere adopta-
dos de las recomendaciones del Grupo de Andrologia de la
ESHRE en la reunién celebrada en Pisa en 19974, El criterio
personal permite que el usuario pueda cambiar y ajustar los
valores de clasificacion y morfométricos.

La configuracion de los parametros morfométricos del
analizador se realiza en la opcion de configuracion del
modulo, escogiendo uno de los 3 criterios disponibles ya
descritos.

El SCA, ademas del parametro del porcentaje de
espermatozoides normales, presenta el calculo automatiza-
do de parametros morfolégicos, como los indices de
teratozoospermia, la deformidad® y la presentacion de los
valores morfométricos medios de los 100 espermatozoides
estudiados (longitud, anchura, tamafo del acrosoma, angulo
de insercion medio de la cola, etc.).

Indicar que en el estudio de la morfologia del SCA se
excluye practicamente la cola del espermatozoide y no se
contempla el analisis de células germinales y leucocitos.

Para realizar el analisis de la morfologia, el usuario debe
colocar, en la platina del microscopio, el porta con la
muestra de semen, previamente fijada y tehida correcta-
mente con Diff Quik (Allegiance Healthcare Corp, McGraw
Park, IL, EE.UU.).

Para este analisis se utiliza el objetivo de 100x y campo
claro, por lo que es necesario el cambio de filtro manual, y a
continuacion se centra y se enfoca la imagen en un
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espermatozoide y se realiza el fotograma, operacion que se
repite hasta que se llega a 100 espermatozoides. Para la
realizacion de una morfologia manual se precisan de
20-25min por muestra.

Pacientes

Se realiz6 un estudio transversal de 150 pacientes a los que
se les habia solicitado el seminograma. La normativa de
recogida de las muestras se hizo siguiendo las indicaciones
del documento de la SEQC'", que aconseja un periodo de
abstinencia sexual de 3—4 dias con un maximo de 7 dias y
procesar la muestra antes de 1h de su emisién. De los 150
pacientes procesados, 112 pacientes provenian de consultas
externas de esterilidad y 38 pacientes de la consulta de
urologia.

Procedimiento (seminograma)

Se ha realizado siguiendo la normativa de la ESHRE'>'3, y se
ha efectuado el recuento de espermatozoides en camara de
Neubauer Improved por duplicado contando un minimo 200
espermatozoides. La movilidad manualmente, segln la OMS,
se mide en un porta con cubre 22 x 22 mm a 37 °C, también a
200 espermatozoides®. Finalmente, respecto al estudio de la
morfologia, la realizé un facultativo de laboratorio titulado
por la ESHRE siguiendo el criterio de Kruger (valores
normales [VN] >14%) y las tinciones fueron efectuadas
con la ayuda del método rapido de tincion Diff Quick
(Allegiance Healthcare Corp, McGraw Park, IL, EE.UU.) y
diferenciacion a 200 espermatozoides. Las extensiones se
realizaron con ayuda de un extensor automatico Hemaprep
(Cellvision-Izasa), con el que se consiguen unas extensiones
uniformes para evaluar la morfologia manualmente vy
automaticamente con el SCA.

Configuracion del Sistema
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Métodos estadisticos

El calculo de la correlacion, la prueba de la t de Student y de
la recta de regresion de Passing-Bablock, habitual en el
contexto de los trabajos del laboratorio' ', se efectuaron
con ayuda de los programas estadisticos SPSS (SPSS,
Chicago, IL, EE.UU.) y MedCalc (MedCalc Software, Maria-
kerke, Bélgica).

Resultados

Se ha efectuado la evaluacion de los diversos médulos de
trabajo de que se compone el analizador SCA. El primer
modulo del SCA estudiado fue el de movilidad y concentra-
cion, mddulo que permite realizar el recuento de esperma-
tozoides y el analisis de la movilidad a la vez, con el
procesamiento de una misma muestra de semen. La confi-
guracion empleada, en nuestro caso en funcion de la
sensibilidad de nuestra camara digital (Basler 312FC/C,
Vision-technology, 25 imagenes/s) y del microscopio Nikon
E-200 de que disponemos, se muestra en la figura 1. Sélo se
ha validado la Leja desechable de 10 um de profundidad con
3 ul de semen (equivalente en altura a la camara de Makler),
ya que en las de mayor espesor (20 um, 100 um), la camara
digital no era capaz de efectuar lecturas minimamente
coherentes en exactitud. La muestra asi preparada se coloca
en la platina termostatizada del microscopio, la imagen se
enfoca y se ajustan el brillo (50) y el contraste ((406) a un
nivel de 5 de la escala de grises del analizador —ajuste muy
importante-) y se efectian las lecturas correspondientes
después de prefijados estos parametros®.

En primer lugar, hemos verificado la validez del sub-
modulo de recuento-concentracion estudiando la correla-
cion y su linealidad. Para ello, se ha procesado en paralelo
un total de 42 muestras con el método manual de recuento

3

Rapidos > 15 micras/sg-tipo a%. OMS VCL-Velocidad curvilinia
Medios10-15 micras/sg tipo b%. OMS VAP-velocidad promedio de la trayectoria
Lentos 01-0 micras/sg tipo c%. OMS STR% porcentaje de indice de rectitud

Estaticos tipo d% OMS

Figura 1

Configuracion del modulo de movilidad-concentracion del SCA.
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(dilucion de la muestra, montaje en Neubauer-Improved y
recuento por duplicado) y se ha efectuado el recuento
automatizado por el SCA. En la figura 2 se muestra la
representacion de los resultados obtenidos de la recta de
regresion de Passing-Bablock con una p = 1,1261 (intervalo
de confianza [IC] del 95%, —1,91 a 0,58) y una ordenada en
el origen de b=1,1261 (IC del 95%, 1,03-1,29). Al no

250 1

200 -

] x = 38,27 mill/ml
150

SCA (mill/l)

100 1
] x = 33,69 mill/m

50 1

0 50 100 150 200 250
Recuento manual Neubauer (mill esper/ml)

Figura 2 Regresion de Passing-Bablock recuento manual/
recuento SCA.
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Figura 3 Estudio de la linealidad del recuento en el SCA.

englobar el IC del 95% de la ordenada en el origen, el valor 1
indica, segin Bablock', que hay una media proporcional-
mente mas alta de los resultados del SCA (media = 38,17
millones/ml) respecto al método manual de recuento
(media = 33,69 millones/ml), y aunque esta diferencia
estadisticamente se considere significativa (11,7%) esta
dentro de la variacion biologica del recuento intra-inter-
individual del 26,8 y el 56,5%, respectivamente, resefada
por varios autores'®'8, El coeficiente de correlacion entre
ambos resultados presenta una r = 0,98 con una p<0,001.
Complementando la correlacion se ha estudiado la linea-
lidad del recuento del SCA con 5 sémenes, diluyendo
muestras de recuentos altos, con pipeta de presion positiva
Gilson con solucion tampoén PBS con un pH de 7,2 .Los
resultados se muestran en la figura 3 y nos indican que el
recuento se puede considerar lineal desde 190 millones
epermatozoides/ml a 0,5 millones/ml; por debajo de esta
cifra se considera que el recuento no es fiable, ya que el
analizador no efectlia ningln recuento ni distingue de un
blanco y por encima de 190 millones/ml es recomendable
diluir la muestra multiplicando el resultado por el factor de
dilucion correspondiente. Complementando los estudios de
fiabilidad del recuento, hemos hallado la imprecision
intracdmara de un mismo recuento de diversas muestras a
varias concentraciones, efectuando 10 lecturas de cada una
en una misma camara; los coeficientes de variacion que se
han obtenido se muestran en la tabla 1. También se ha
calculado la imprecision intercamara, procesado la misma
muestra del semen de un paciente en las 4 subcamaras en
que esta dividida una camara de Leja4. Los coeficientes de
variacion que se obtienen de 4 pacientes distintos se
muestran en la tabla 1. Se ha complementado la validacion
de este modulo con el procesamiento este Ultimo aio de las
muestras de recuento del control de calidad externo de
Ceifer por el SCA, y se ha obtenido una inexactitud media
del —3,06%, calculada respecto al valor diana del informe
Ceifer de control de calidad, que mejora notablemente la
inexactitud del —18,48% de este afno de nuestro laboratorio
con el método manual de la camara de Neubauer.
Seguidamente hemos estudiado la fiabilidad del submé-
dulo de movilidad, dado que el SCA permite la clasificacion a
la carta de las velocidades del espermatozoide, dependien-
do de la resolucion de la camara digital (nUmero de
imagenes/s) y la calidad del microscopio de que se dispone.
En la figura 1 se muestra nuestra configuracion personaliza-
da ajustada la programacion de estas velocidades (rapidos,
medios, lentos) a nuestra camara digital de grabacion

Tabla 1 Imprecision del recuento intracamara e intercamara de Leja

n 10 10 10 10 10

Recuento: imprecision intracdmara de 10 lecturas de una misma muestra

X (mill/ml) 13,7 21,8 46,2 73,8 142
Cv% 19,2 13,5 11,2 7,96 7,1

Recuento: imprecision intercamara de una misma muestra en 4 subcamaras diferentes

n 4 4 4 4
X (mill/ml) 6,42 23,9 49,4 148,6
% 17,1 12,1 8,14 3,2
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estandar (Basler, Vision-Technology, 312 FC/C, 25 imagenes/
s) y microscopio Nikon E-200 con platina termostatizada a
37 °C para que los clasifique como los tipos a%, b% y c% de la
OMS.

En primer lugar, se realizo el estudio de la correlacion con
el método manual de referencia (muestra termostatizada a
37 °C y porcentaje de movilidad a%, b%, c%, d% de la OMS a
200 espermatozoides) realizada por un facultativo diploma-
do en la EHSRE que procesa el control de calidad exteno de
Ceifer. En la tabla 2 se muestran los valores medios con el
método manual y los obtenidos con el SCA: su correlacion y
los parametros de la recta de regresion de Passing-Bablock
de la muestra de 65 pacientes, de los que se deduce que el
SCA sobrevalora ligeramente los espermatozoides de movi-
lidad d%, diferencia poco trascendente desde el punto de

Tabla 2

vista clinico y que no ha sido posible ajustar mas.
Complementando los estudios de correlacion también se
han calculado los coeficientes de variacion intracamara,
efectuando 10 lecturas de una misma muestra en 5
pacientes distintos. Los resultados, ordenados por concen-
traciones crecientes, se muestran en la tabla 3. También
hemos calculado el coeficiente de variacion intercamara,
procesando la misma muestra del semen de 4 pacientes, en
las 4 subcamaras en que esta dividida la cdmara de Leja*.
Los resultados, ordenados también en concentraciones
crecientes, se muestran en la tabla 3. Hemos comprobado
que en muestras con recuentos superiores a 120 millones/ml
la correlacion con el método manual de referencia dis-
minuye significativamente y es aconsejable diluir estas
muestras con solucion tampén PBS con un pH de 7,2, para

Regresion de passing-bablock movilidad manual y SCA

Parametro movilidad Manual (x) (n = 65) SCA (x) (n = 65) r (corr) (p)

p (IC del 95%) b (IC del 95%)

a% (OMS) 20% 18%
b% (OMS) 22% 21%
% (OMS) 6% 6%

d% (OMS) 52% 55%

0,6229 (0,001) 0,8455 (0,66-1,07)

1,55 (—1,03-3,679)

0,47 (0,001) 1,2 (0,93-1,58)  —4,54 (—12,8-1-1,47)
0,25 (0,04) 1,15 (0,75-1,87)  —0,95 (—4,7-1,20)
0,82 (0,001) 1,24 (1,07-1,47)* —10,95 (-21,7 a -0,58)*

*Diferencia significativa (p<0,05).

Tabla 3

Imprecision movilidad intracamara e intercamara de Leja

Movilidad a% X (cv%) Movilidad b% X (cv¥%)

Movilidad c% X (cv¥%) Movilidad d% X (cv¥%)

Movilidad: imprecisién intracdmara de 10 lecturas de una misma muestra

4,24 (28) 4,9 (48) 2,7 (56) 39,8 (14,2)
8,9 (24,4) 7,92 (34) 5,8 (40) 58,14 (22,8)
12,2 (22,8) 14,9 (19,6) 6,9 (35) 60,8 (14,4)
19,8 (13,4) 31,9 (13,5) 7,6 (28,2) 73,4 (10,2)
26,8 (8,54) 45 (8,5) 10 (18,3) 80 (7,5)
Cv X =19,42% Cv X =24,72% Cv X = 35,5% Cv X =13,83%
Movilidad: imprecisién intercdmara de una misma muestra en 4 subcdmaras diferentes
3,6 (26,11) 9,73 (28,5) 4,15 (26,87) 37 (16,5)
11,4 (11,95) 19,72 (22,9) 5 (26,23) 58,87 (8,1)
20,17 (5,6) 23,3 (18,8) 6,45 (17,92) 65,6 (5,43)
23,3 (4,90) 34,35 (17,9) 7,6 (15,37) 72,47 (3,92
Cv X =12,14% Cv X = 22,02% Cv X = 21,6% Cv X =8,51%
Tabla 4 Valores de los nuevos parametros morfocinéticos de 35 pacientes con normozoospermia

X (IC del 95%) Unidades
Velocidad curvilinea (VCL) 60 (57-63) um/s
Velocidad rectilinea(VSL) 31 (29-32) um/s
Velocidad promedio (VAP) 41 (39-43) um/s
findice de linealidad (LIN) 51 (49-53) %
indice de rectitud (STR) 74 (73-76) %
indice de oscilacién (WOB) 68 (67-70) %
Amplitud media oscila cabeza (ALH) 2.6 (2,5-2,7) um
Frecuencia batida (BCF) 8.6 (8,3-8,8) Hz
Espermatozoides hiperactivos (%) 8 (3-14) %




14

C. Aulesa et al

disminuir la interaccion y las colisiones entre espermato-
zoides y reducir la sobrevaloracion de los espermatozoides
de tipo d% y c% de la OMS que se ha observado que se
produce con la utilizacién de la camara Leja de 10um de
profundidad. Respecto a los nuevos parametros cinéticos
que nos da el SCA (VCL, VSL, porcentaje de hiperactivos), en
la tabla 4 se muestran las medias de los valores obtenidos
con 35 pacientes de la consulta de esterilidad que
presentaban una normozoospermia, segln los criterios de
la OMS, entre éstos destaca el parametro de porcentaje de
espermatozoides hiperactivos (STR>85% y ALH>2,5um/s)
como el parametro con mas interés clinico, como lo resefan
varios autores',

Seguidamente hemos estudiado el mddulo de realizacion
de la morfologia, que se puede configurar para que realice la
morfologia con el criterio de la OMS®, de Kruger? o personal,
en funcion de la amplitud de los margenes de los parametros
de la cabeza (tamano, forma y acrosoma, etc.) establecidos
para estos criterios, acordados por los fabricantes de
sistemas CASA con el grupo de interés en andrologia de la
ESHRE reunido en Italia en 19974, que permite la clasifica-
cion como espermatozoides con morfologia normal, si las
magnitudes del mismo estan dentro de estos margenes. En la
figura 4 se muestra la configuracion de estos margenes del
criterio de la OMS y el calculo de estos parametros. Hemos
efectuado un estudio preliminar escogiendo el criterio de
Kruger, ya que para la realizacion de la morfologia manual,
nosotros utilizamos este criterio. El estudio mostré dife-
rencias significativas con la aplicacion de este criterio con
unos valores significativamente mas bajos de porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal respecto a nuestro
método manual. Parecidos resultados se obtuvieron esco-
giendo el criterio de la OMS en el SCA, lo que en principio
cuestiona la realizacion de la morfologia con el SCA con
estos criterios, pero dado que este modulo permite una
configuracion personal, hemos optado por esta ultima con la
ampliacion proporcional de los margenes de normalidad de
los parametros cabeza (tamafo, forma y acrosoma), y de la
zona intermedia (distancia, angulo de insercion cola,
anchura) del criterio menos restrictivo de la OMS. Estos
margenes establecidos se muestran también en la figura 4;
con su aplicacion hemos conseguido aumentar el porcentaje

de espermatozoides normales que entraban dentro de estos
margenes, hasta lograr una maxima correlacion con el
método manual de referencia, realizado por un facultativo
diplomado en ESHRE y con la experiencia del procesamiento
del control externo del semen de Ceifer.

Una vez prefijados estos valores, hemos procesado un
total de 41 muestras para verificar la fiabilidad de los
resultados. Las medias de los resultados obtenidos con el
método manual fue del 13%, con un rango del 3-26%, y la
media de los resultados con el SCA, del 14%, con un rango
del 1-37%. Aplicando la recta de regresion de Passing-
Bablock se han obtenido los siguientes resultados que se
muestran en la figura 5: p=1,2 (IC del 95%, 1-1,474) con
una b= -0,001 (IC del 95%, —3,91 a 2,1), lo que segun
Bablock permite una intercambiabilidad de resultados y
calculando la t de Student para datos apareados se obtiene
una t=-1,615; p=0,1142, lo que indica que no hay
diferencias significativas entre las medias de ambos resulta-
dos, lo que valida el parametro de porcentaje de morfologia
normal para su utilizacion rutinaria con la ampliacion propia
de los margenes morfométricos de normalidad de la OMS, sin
descartar su ajuste, a medida que adquiramos mas
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Figura 5 Regresion de Passing-Bablock morfologia manual/
morfologia SCA.
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Tabla 5 Valores de los nuevos parametros en 35 pacientes con normozoospermia

Normozoospermia (n = 35)

x (IC del 95%)

Seminograma anormal (n = 27)

x (IC del 95%)

t de Student (p)

Cabeza
Longuitud
Anchura
Area
Perimetro
Acrosoma

Pieza intermedia
Anchura

Area

Cola

Angulo de insercion

indices morfométricos
Indice de teratozoospermia
Indice de deformidad

4,93 (4,8-5,07)
2,93 (2,84-3,01)
11,9 (11,43-12,5)
13,7 (13,3-14,19
44,34 (41,9-46,7)

1,19 (1,14-1,24)
2,56 (2,47-2,65)

13,8 (12,5-15,1)

1,34 (1,29-1,39)
1,14 (1,07-1,209

)

5,12 (4,84-5,39) t = —1,43 (0,16)
2,94 (2,28-3,05) t=-2,15 (0,83)
12,5 (11,6-13,6) t =-1,19 (0,24)
14,3 (13,6-15,0) t =1,67 (0,10)

40,5 (37,5-43,5)

1,25 (1,17-1,33)
2,53 (2,37-2,67)

17,21 (12,8-20,6)

1,42 (1,32-1,50)
1,3 (0,83-1,56)

t = 1,84 (0,052)*

t=1,39 (0,172)
t = 0,46 (0,64)

t =-2,0 (0,050)*

t=1,41 (0,169)
t=-2,7 (0,01)*

*Diferencia significativa (p<0,05).

experiencia. Ademas, la realizacion de una morfologia con
el SCA, como hemos comprobado, requiere entre 20-25 min
por muestra dependiendo del niUmero de espermatozoides.

Complementado estos estudios también llevamos a cabo
un estudio de reproducibilidad, escogiendo 2 muestras de
diferentes rangos de normalidad y procesando cada muestra
10 veces. La muestra normal con una media del 31% de los
espermatozoides normales, ha presentado un coeficiente de
variacion del 13,06%. La segunda muestra de un rango
patologico del 12% de morfologia normal, ha presentado un
coeficiente de variacion del 27%. El conocimiento de estos
coeficientes nos permite tener también una idea de la
variabilidad del analizador en la realizacion de morfologias.

También indicar que el software del SCA no contempla el
analisis de la cola del espermatozoide y no permite el
recuento de células germinales ni leucocitos, recuento muy
importante de la morfologia espermatica por sus implica-
ciones clinicas.

Complementando el estudio del principal parametro de la
morfologia que constituye el porcentaje de espermatozoides
normales, el SCA proporciona una serie de nuevos e
importantes parametros como los valores morfométricos
medios de la cabeza (longuitud, anchura, area) pieza
intermedia (anchura, angulo) de los 100 espermatozoides
analizados y permite la visualizacion de cada espermato-
zoide analizado con sus magnitudes correspondientes. En la
tabla 5 se muestran los valores obtenidos de estos nuevos
parametros que hemos creido relevantes, hallados con los 35
pacientes de esterilidad que presentaron una normozoos-
permia y en esta misma tabla se presentan también los
valores obtenidos de los mismos parametros con los 27
pacientes de esterilidad que presentaron alguna anormali-
dad en los parametros del seminograma. Efectuando el
analisis estadistico de la t de Student entre ambos grupos, se
observan diferencias significativas en el tamafo del acroso-
ma y el angulo de insercion de la cola y el indice de
deformacion, lo que en principio nos podia indicar que estos

3 parametros, junto con el indice de teratozoospermia de la
bibliografia, podrian tener una cierta significacion clinica.
Finalmente, cabe indicar que este moédulo es un buen
instrumento de docencia para la ensefianza de la realizacion
de la morfologia espermatica, hecho que hay que tener muy
en cuenta como una de sus principales aplicaciones.

Discusion

El tiempo medio empleado para efectuar un recuento
manual en camara de Neubauer Improve es de 10-12min
por muestra, ya que tiene que efectuarse la dilucion de la
muestra, montado en camara y recuento por duplicado; la
imprecision intradia media estimada en nuestro laboratorio
es del 19% y la interdia del 22%, ademas, esta sujeto a
multiples errores. Hemos validado positivamente el recuen-
to automatizado con el SCA efectuado en camara de Leja
desechable de 10um de profundidad y que se realiza en
menos de 3min, con una imprecision media intradia del
10,13% con un rango de 3,2-17,1%, segln el recuento. Se ha
comprobado la exactitud de la medicion comparando los
resultados del método manual de recuento con el auto-
matizado en una muestra de 42 pacientes y la aplicacion de
la recta de regresion de Passing-Bablock a estos resultados y
se ha puesto de manifiesto que aunque el SCA presente unos
recuentos ligeramente mas altos, esta diferencia esta
dentro de la variacion biolégica del semen'® y clinicamente
no es relevante, ya que se produce sobre todo en pacientes
con recuentos altos. Hemos comprobado, ademas, la
fiabilidad del recuento con el estudio de la linealidad entre
190 millones de espermatozoides/ml a 0,5 millones/ml. Es
importante indicar, ademas, en este apartado, que la
presencia de células germinales o leucocitos puede ocasio-
nar interferencias en el recuento que deben mimetizarse,
con un proceso adicional de revision manual del recuento de
cada fotograma, eliminando manualmente estas células.
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Finalmente, el procesamiento de los controles externos de
recuento de Ceifer por el SCA este (ltimo afo nos ha
permitido calcular su inexactitd media con el valor diana del
informe de control de calidad, que ha sido del —3,06%, lo
que mejora nuestra inexactitud media del —18,48% al ano
con el método manual, lo que ratifica la fiabilidad del
recuento automatizado.

Respecto al parametro de la movilidad espermatica, que
manualmente se realiza de una manera rapida en unos
3min, es una técnica que requiere mucha experiencia para
formar el personal, para que efectle la valoracion de la
movilidad con una cierta fiabilidad, siendo la imprecision
media intradia del proceso estimada en nuestro laboratorio
de un 22% para la movilidad progresiva. El sistema
automatizado SCA con platina termostatizada presenta una
imprecision media intradia del 18%, reduciendo notable-
mente la variabilidad manual con un tiempo de realizacion
de 2-3min y, ademas, el SCA nos permite también variar los
criterios de clasificacion de las movilidades para correlacio-
narlos con nuestra propia normalidad, camara digital y
microscopio de que dispongamos y nos proporciona una
objetividad y una reproducibilidad dificiles de conseguir por
métodos manuales, calculando, ademas, los nuevos para-
metros cinéticos, como VCL, VSL, ALH, BCF, porcentaje de
hiperactivos, etc., que podrian aplicarse en ayuda al
diagnéstico, como ya se ha descrito para el parametro de
porcentaje de espermatozoides hiperactivos'*.

Finalmente, hemos estudiado el médulo de morfologia, el
tiempo empleado para la realizacion de una morfologia
manual ya teiida es de unos 3-4 min y requiere también una
cierta experiencia y tiempo de formacién del personal para
conseguir llegar a los estandares minimos, siendo la
imprecision intradia estimada en nuestro laboratorio proce-
sando una extension con un valor normal de un 18,87%. El
SCA requiere de unos 20-25min para la realizacion de una
morfologia; hemos hallado el coeficiente de variacion y se
ha visto que se reduce la imprecisién-intradia a un 13% para
valores normales respecto al manual. El SCA permite para la
realizacion automatizada de la morfologia espermatica la
utilizaciéon de criterios prefijados de OMS o de Kruger, y
como hemos comprobado son muy estrictos y ocasiona unos
valores muy bajos de normalidad respecto al método manual
y no son aplicables a su utilizacién rutinaria, pero nosotros
ampliando proporcionalmente los margenes de normalidad
establecidos para el criterio de la OMS, hemos conseguido
una correlacion aceptable con nuestro método manual, lo
que en principio permite su utilizacion, pero dado que el
tiempo de realizacion de cada muestra es de 20-25min y
que practicamente en el estudio se excluye la cola del
espermatozoide y las células germinales y los leucocitos,
creemos que solo es aplicable para estudiar casos muy
especificos de patologia androldgica. Es importante desta-
car, ademas, que respecto a los nuevos parametros que
calcula el SCA, solamente hemos comprobado que algunos
podrian tener algun significado clinico, como los indices de
teratozoospermia, el indice de deformidad, el tamano del
acrosoma, el angulo de insercion y los valores medios de los
parametros morfométricos. También es importante indicar
que este modulo es un buen instrumento de docencia en el
aprendizaje para la realizacion de la morfologia esperma-
tica, lo que hay que tener muy en cuenta como una de sus
principales aplicaciones.

Finalmente, cabe ahadir que queda pendiente de auto-
matizacion el parametro de la vitalidad espermatica y la
aplicacion al SCA de una platina movil para hacer posible el
analisis automatizado del control de las vasectomias que el
SCA no contempla en esta version, pero que el fabricante
nos ha indicado que se han incorporado en el nuevo SCA.

En resumen, el estudio efectuado, hemos validado el SCA
para realizar los recuentos y los porcentajes de movilidad
a%, b%, c%, d% de la OMS, con una reduccion de los
coeficientes de variacion respecto al método manual, lo que
aumenta la fiabilidad clinica de los resultados obtenidos al
reducir la variabilidad y la aplicacion de la morfologia en el
uso rutinario queda postergada hasta que se consiga una
reduccion técnica del tiempo empleado para cada muestra y
se mejoren las prestaciones.
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