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Résumé: 

 

L’analyse spermatique assisté par ordinateur(CASA) se fait une place dans les laboratoires de 

biotechnologie de la reproduction chez les animaux domestiques, alors que certain doute 

toujours de son efficacité, ce travail vise à explorer les différents usages de CASA au cours des 

vingt dernières années. 

Le problème principal est lié à la standardisation et à l'optimisation des équipements et des 

procédures. Les différents instruments CASA ont tous démontré des niveaux élevés de 

précision et de fiabilité en utilisant différentes méthodes de classification des spermatozoïdes. 

Leur disponibilité nous donne un excellent outil pour comparer objectivement la motilité et la 

morphologie des spermatozoïdes et pour améliorer nos connaissances et notre capacité à les 

manipuler. 

Mots clés: Analyse spermatique assisté par ordinateur(CASA), applications cliniques, 
animaux domestiques 

  



 

Abstract: 
 

Computer-assisted sperm analysis (CASA) is making a place for itself in the laboratories of 

reproductive biotechnology in domestic animals while some still doubt its effectiveness, this work 

aims to explore the different uses of CASA over the past twenty years.  

The main problem is related to the standardization and optimization of the equipment and 

procedures. The different CASA instruments have all demonstrated high levels of precision and 

reliability using different sperm classification methodology. Their availability gives us a great tool 

to objectively compare sperm motility and morphology and to improve our knowledge and ability 

to manipulate spermatozoa. 

Key-words: Computer aided sperm analysis (CASA), clinical applications, domestic 
animals 

 

  



 

 ملخص:
 

( يجعل مكانًا لنفسه في مختبرات التكنولوجيا الحيوية CASAتحليل الحيوانات المنوية بمساعدة الكمبيوتر )

الإنجابية في الحيوانات الأليفة بينما لا يزال البعض يشك في فعاليته ، ويهدف هذا العمل إلى استكشاف 

 على مدار العشرين عامًا الماضية. CASAالاستخدامات المختلفة لـ 

المختلفة  CASAوتتعلق المشكلة الرئيسية بتوحيد وتحسين المعدات والإجراءات. أظهرت جميع أدوات 

مستويات عالية من الدقة والموثوقية باستخدام منهجية مختلفة لتصنيف الحيوانات المنوية. يمنحنا توفرها أداة 

سين معرفتنا وقدرتنا على التعامل مع رائعة للمقارنة الموضوعية بين حركية الحيوانات المنوية وتشكلها ولتح

 الحيوانات المنوية.

 ، السريرية التطبيقات ، (CASA) الحاسوب بمساعدة المنوية الحيوانات تحليل :المفتاحية الكلمات

 الأليفة الحيوانات

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Listes des Figures : 

Figure 01: Equipement pour L’analyse Spermatique assistée par ordinateur, CASA, Hamillton 

Thorn IVOS II 

Figure 02: Les principales mesures cinématiques impliquées dans le suivi des spermatozoïdes. 

Modifié à partir de l'OMS, 2010. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Liste des Abréviations : 

ALH : Amplitude of lateral head displacement 
ART: Assisted Reproductive Technology 
BCF: Beat/cross frequency 
CASA: Computer-aided sperm analysis 
CAT: Catalase 
DNA: Deoxyribonucleic acid 
ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embryology 
FC: Frequence de capture 
FITC: Fluorescein isothiocyanate 
G: Gramme 
HREC: Health Research Ethics Committee 
ICSI: Intracytoplasmic Sperm Injection 
ISNT: Situ nick translation 
IUI: Intrauterine insemination 
IVF: In vitro fertilization 
L: Litre 
LIN: Linearity 
MAD: Mean angular displacement 
MDA : Malondialdehyde 
Min : Minute 
µM : Millimolar 
NAFA : Nordic Association for Andrology 
nm: Nanometre 
OMS : Organisation Mondiale de la Santé  
ROS: Reactive Oxygen Species 
SCA®: Sperm Class Analyzer 
SCD: Sperm chromatin dispersion test 
SCSA: Sperm chromatin structure assay 
SD: Standard D 
SPMI: seminal plasma motility inhibitor 
STR: Straightness 
SURRG: Stellenbosch University Reproductive Research Group 
TAC: total antioxidant capacity 
VAP: Average-path velocity 
VCL: Curvilinear velocity 
VSL: Straight-line velocity 
WOB : Wobble 
 

 

 



 

Table Des Matières : 

 

 
Remerciements : ....................................................................................................................................... 2 

Dédicaces: .................................................................................................................................................. 3 

Listes des Figures : ........................................................................................................................................ 7 

Liste des Abréviations : ................................................................................................................................. 8 

Introduction .................................................................................................................................................. 1 

Chapitre 01 : Revue de la Littérature ........................................................................................................... 2 

1.1 Présentation et historique : CASA (Analyse Spermatique Assisté par Ordinateur) ............................. 2 

1.2. Paramètres étudiés avec CASA ............................................................................................................. 4 

1.2.c. Cinématique. ................................................................................................................................... 5 

1.3. Avantages de CASA ................................................................................................................................ 9 

1.4. Corrélation des résultats fournis par CASA avec les résultats de l’analyse manuelle. ..................... 11 

1.5. Utilisation de CASA dans le diagnostic clinique .................................................................................. 15 

1.5.a.     Définition des facteurs à risque affectant la motilité : ............................................................ 16 

2.5.c.       Analyse des spermatozoïdes hyperactifs due au phénomène de capacitation : .................. 17 

1.6. Autres applications .............................................................................................................................. 19 

1.7. Facteurs influençant les résultats fournis par CASA : ......................................................................... 19 

2.7.a.  La vitesse de capture : ................................................................................................................. 19 

2.7.d. La concentration spermatique de l’échantillon :......................................................................... 22 

1.9. Future potentiel de CASA .................................................................................................................... 25 

2. Méthodes complémentaires d’analyse spermatique : .......................................................................... 26 

2.1. Cryométrie en flux ........................................................................................................................... 26 

2.2. L’analyse Protéomique .................................................................................................................... 28 

2.3. Analyse des spermatozoïdes par microscopie à épifluorescence .................................................. 30 

Conclusion : ................................................................................................................................................. 32 

 

 

 

 

 



 

 

 

  

  

 

 

 

 

  



1 

Introduction 

L'analyse spermatique est d'une grande importance lors de l'évaluation de l'infertilité 

d'un couple, car l'échantillon de sperme est très complexe, une variété de cellules entre dans sa 

composition, en particulier, les spermatozoïdes. Ces cellules hautement différenciées, 

sont capables de se déplacer librement, activement dans un milieu liquide en dehors du corps 

masculin, leur permettant de franchir les barrières anatomiques et physiologiques du tractus 

génital féminin. (Suarez et Pacey, 2006) et de féconder l'ovocyte. 

L'analyse spermatique assistée par ordinateur (CASA) a été mise au point vers la fin des 

années 1980 pour étudier les caractéristiques du mouvement ou la cinématique des 

spermatozoïdes et s'est avérée très efficace dans le domaine de la recherche. CASA a également 

été utilisé avec un grand succès pour relever les caractéristiques du sperme telles que la 

concentration et les proportions de motilité progressive dans de nombreuses espèces animales, 

y compris une large application dans les laboratoires de reproduction d'animaux domestiques 

ainsi que la toxicologie de la reproduction. L’exploitation des résultats obtenus permet une 

grande avancée dans le domaine de la reproduction des animaux de compagnie et surtout 

d’apporter des solutions à la menace de disparition des animaux par extinction de la race (Van 

Der Horst et al., 2020) 

Cette revue vise à documenter ce que la communauté scientifique a accompli ces 

dernières années d’une part, et a suggéré de nouveaux domaines d’utilisations et 

d’améliorations pour CASA afin de mieux interpréter la complexité qui entoure l’échantillon 

spermatique. 
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Chapitre 01 : Revue de la Littérature 

1.1 Présentation et historique : CASA (Analyse Spermatique Assisté par 

Ordinateur) 

CASA est un système automatisé composé d’un hardware et d’un software qui sert à 

visualiser et numériser une séquence d’images de sperme. Il permet l’obtention de résultats 

clairs, précis, qui nous informent sur différentes qualités de paramètres spermatiques, 

notamment la concentration, la motilité, la morphologie, et la morphométrie (Talarczyk-Desol 

et al. 2017). 

Après numérisation des spermatozoïdes et mise en place des coordonnées (x, y) sur le 

champ d’observation, la même procédure est répétée lors des captures successives suivantes. 

Ensuite, un algorithme est utilisé afin d'analyser toutes les données et de reconstruire les 

trajectoires individuelles des spermatozoïdes. 

La première étape de ce processus consiste à identifier toutes les têtes de 

spermatozoïdes et à les enregistrer. Certains systèmes CASA reconnaissent la tête du 

spermatozoïde comme une série de pixels, calculant le centre d’une structure appelé « centriole 

»; tandis que d'autres utilisent la numérisation des pixels circonférentiels d'un objet pour 

calculer le centriole. Ainsi, le point le plus brillant sur la tête du spermatozoïde ou le centre de la 

tête est utilisé et est considéré comme point de référence (Lu et al, 2014). 

Le développement de l'analyse spermatique assistée par ordinateur (CASA) au cours des 

années 1980 a suscité une grande excitation, bien que les systèmes ne fussent que des boîtes 

noires capables de suivre le mouvement du sperme, sans pour autant pouvoir générer des 

données vérifiables avec un nombre de captures limité à 30 captures par seconde (Mortimer, 

1990 : Amann et Waberski, 2014 : Mortimer et al., 2015). Dans les années 1990 et au début des 

années 2000, les progrès en informatique ont entraîné plusieurs améliorations aux systèmes 

CASA. Pendant ce temps, CASA a gagné de la valeur, en particulier dans le domaine de la 

recherche. 
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Dans les premiers stades de développement du système CASA, divers problèmes sont 

apparus, par exemple, initialement, CASA ne pouvait pas différencier les spermatozoïdes des 

particules de même taille. Pour résoudre ce problème, diverses approches ont été essayées à 

travers des modifications et des améliorations du logiciel, par exemple, la présence du flagelle 

comme condition préalable (Neuwinger et al. 1990; Wijchman et al. 1995) ou l'utilisation de 

colorants pour la coloration de l'ADN des spermatozoïdes (Zinaman et al. 1996). 

 De nouveaux modèles CASA, plus développés avec une fréquence de capture de 50 à 

60Hz ont été commercialisés vers 1990. On cite, Hamliton-Thorn et Motion Analysis (Etats-Unis), 

le Sperm Class Analyze de Microptics SL (Espagne), Hobson Tracker (UK), le SpermMotility 

Quantifier (Afrique du Sud), SpermVision (Allemagne) et Proiser/ISAS (Espagne) et tant d’autre. 

 

Figure 01 : Equipement pour L’analyse Spermatique assistée par ordinateur, CASA, 
Hamillton Thorn IVOS II 
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  1.2. Paramètres étudiés avec CASA 

Le système CASA permet l'évaluation de nombreux paramètres, dont on cite :  

 1.2.a. La Concentration 

La concentration est certainement l'un des paramètres les plus importants lors de 

l'évaluation du sperme, car l'infertilité a été associée à un faible nombre de spermatozoïdes 

chez de nombreuses espèces (Bielsa MA et al, 1994. Boatman DE et al, 1984). L'évaluation 

précise de la concentration de sperme à l'aide des systèmes CASA reste un problème pour 

toutes les espèces dans lesquelles ce paramètre a été étudié. En effet, la surestimation semble 

être une observation courante (Comhaire FH et al, 1992, Iguer-Ouada M et al, 2001). Cela a été 

attribué par différents auteurs à des collisions entre les spermatozoïdes ; ce qui mène à des 

évaluations multiples du même spermatozoïde faussant le résultat (Coetzee K et al, 2001) 

(Douglas-Hamilton et al., 2005). 

 1.2.b. Motilité 

L'évaluation de la motilité des spermatozoïdes est une partie fondamentale de l'analyse 

du sperme car elle fournit des informations essentielles sur la compétence fonctionnelle et le 

potentiel fertilisant des spermatozoïdes (Gunalp et al., 2001; Simon et Lewis, 2011).  

Les paramètres de motilité dérivés de CASA comprennent la motilité totale, la motilité 

progressive, la motilité non progressive, statique, progressive rapide [type a], lente progressive 

[type b], non progressive [type c] et immobile [type d]). De plus, les systèmes CASA permettent 

d'obtenir des données vérifiables, car les images vidéo précédemment analysées peuvent être 

réexaminées pour des évaluations périodiques de contrôle de qualité interne et externe. 

Les systèmes CASA-Mot actuels se focalisent presque exclusivement sur l'analyse et le 

suivi de la tête du spermatozoïde, certains systèmes plus récents commençant à rechercher la 

présence du flagelle afin d'aider à exclure les débris et autres objets étrangers des analyses. 

Cependant, mécaniquement, c'est le flagelle qui propulse le spermatozoïde et, à ce titre, le 
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comportement du flagelle est la caractéristique fondamentale gouvernant la motilité des 

spermatozoïdes. 

Le flagelle est souvent traité comme une simple « roue », contribuant uniquement au 

mouvement de la cellule, plusieurs études ont démontré que cela est faux. En effet, la tête du 

spermatozoïde n’est qu’un poids qui cause une trainée avant d’atteindre le lieu de fécondation, 

le flagelle agit comme un moteur à travers l'axonème (Machin 1958), comme un appareil de 

détection (Brokaw 1991), réagissant à la présence de viscosité (Smith et al.2009b), permettant 

un comportement rhéotaxique (Miki et Clapham 2013) et guidant la migration grâce à la 

détection des bords le long de passage du tractus génital femelle (Denissenko et al., 2012). 

En prenant en considération cela, nous pensons que le moyen le plus efficace pour 

développer CASA-Mot, et ainsi agrandir le cercle d’utilisation des analyses assistées par 

ordinateur dans le diagnostic clinique est l’introduction du suivi flagellaire, comme l’ont fait les 

pionniers Hiramoto et Baba (1978). 

1.2.c. Cinématique. 

En plus d'être de puissants outils analytiques pour évaluer la motilité des 

spermatozoïdes, les systèmes CASA fournissent des détails supplémentaires sur le mouvement 

des spermatozoïdes en déterminant leurs caractéristiques cinématiques. Chaque sperme 

individuel dans le champ de vision est identifié, une série d'images numériques du mouvement 

de la tête des spermatozoïdes est ensuite capturée. Cela permet de reconstituer leurs 

trajectoires individuelles (Mortimer et al. 2015). 

Le suivi de la progression de la tête du spermatozoïde nous a toujours renseigné sur les 

différents paramètres cinématiques, et cela bien avant l’introduction de l’ordinateur dans 

l’analyse spermatique (Katz and Overstreet 1981; Holt et al. 1985). 
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Figure 02 : Les principales mesures cinématiques impliquées dans le suivi des spermatozoïdes. 

Modifié à partir de l'OMS, 2010. 

Les différents mouvements individuels du spermatozoïde évaluées par CASA sont : 

Curviline Velocity (VCL) : s’exprime en micromètre par second (μm/s), la VCL mesure la vitesse 

moyenne en temps du centroïde de la tête du spermatozoïde le long de son chemin curviligne 

réel. Il est calculé en trouvant la distance totale entre le premier et le dernier point de tête 

divisée par le temps écoulé, La VCL peut être un indicateur du dynamisme du spermatozoïde. 

Straight Line Velocity (VSL) : exprimé en μm/s, elle est définie comme la vitesse moyenne dans 

le temps du centroïde de la tête de spermatozoïde le long de sa trajectoire en ligne droite entre 

le premier et dernier point où il a été capturé. Il est calculé en trouvant la distance totale 

parcourue le long du chemin linéaire divisée par le temps d'acquisition. 

Average Path Velocity (VAP) : exprimé en μm/s, c’est la vitesse moyenne dans le temps du 

centroïde de la tête du sperme le long de la trajectoire lissée, qui est construite en faisant la 

moyenne de plusieurs points sur la trajectoire curviligne réelle, le lissage se fait par des 
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algorithmes de l'analyseur CASA ; ces algorithmes varient selon l'équipement, ce qui conduit à 

des variations de résultats entre divers systèmes et laboratoires. La VAP est calculé en divisant 

la longueur de la piste lissée par le temps d'acquisition.  

Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH): exprimée en μm, définie comme l'amplitude du 

déplacement latéral de la tête du spermatozoïde par rapport à sa trajectoire moyenne et 

exprimée en maximum ou en moyenne de ces déplacements; comme les algorithmes utilisés 

dans le calcul de ce paramètre varient d'un équipement à l'autre, ses valeurs peuvent ne pas 

être comparables entre divers systèmes et laboratoires. 

Linearity (LIN): ou linéarité du chemin curviligne, définie comme le rapport VSL: VCL. 

Wobble (WOB): défini comme le rapport VAP: VCL, qui est une mesure de l'oscillation du 

chemin réel par rapport au chemin moyen. 

Rectitude (STR): définie comme le rapport VSL: VAP, qui exprime la linéarité du chemin moyen. 

Beat Cross Frequency (BCF): exprimée en Hz et fournissant la vitesse moyenne à laquelle le 

chemin curviligne croise le chemin moyen. 

Mean Angular Displacement (MAD):  ou le déplacement angulaire moyen exprimé en °(degrés) 

et fournissant les valeurs absolues moyennées en temps de l'angle de rotation instantané de la 

tête du sperme le long de sa trajectoire curviligne. 

 1.2.d. Morphologie 

Les spermatozoïdes sont des cellules spécialisées très différenciées qui ont subis des 

modifications de forme et de taille. Le lien possible entre la morphologie des spermatozoïdes et 

la fertilité a déjà été reconnu depuis le milieu du siècle précédent (Macleod et Gold 1951). 

Cependant, la valeur prédictive de la morphologie des spermatozoïdes dans la fertilité 

masculine a toujours été une question controversée ; principalement en raison de la grande 

variabilité de l'évaluation manuelle de la morphologie au sein et entre les laboratoires, ce qui a 
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ensuite limité son application pratique (Eustache et Auger, 2003; Maree et al., 2010; Van der 

Horst et Du Plessis, 2017). 

 La morphologie est un paramètre soumis à de fortes variations inter‐laboratoires, à tel 

point que certains la considèrent comme l'un des paramètres les plus subjectifs des tests 

spermatiques (Punjabi et al., 2016) et d'ailleurs certains s'interrogent sur son importance 

(Gatimel, Moreau, Parinaud , et Léandri, 2017). 

 Les auteurs ont révélé que les changements de classification et les modifications 

standard dans les éditions successives de la classification de l'OMS ont tous joué un rôle dans le 

maintien de ce paramètre en territoire flou. En fait, la première édition du manuel de l'OMS 

(1980) considérait un pourcentage normal de formes normales au-delà de 80%. Pour la 

deuxième édition (1987) et la troisième (1992), pourcentages étaient respectivement de 50% et 

30%.  La quatrième édition (1999) recommandait les critères stricts de Tygerberg qui sont 

limités aux têtes de sperme. Ce paramètre était alors considéré comme normal au-dessus de 

14% des formes normales. En 2010, la cinquième édition, tout en conservant la même 

procédure et la même classification, a une fois de plus changé le standard et considéré comme 

normale, la morphologie des spermatozoïdes au-dessus de 4% des formes normales (Menkveld, 

2010) Ainsi, les valeurs standard ont considérablement évolué en 30 ans et la confiance en ce 

paramètre a nécessairement été minée.  

 1.2.e. Morphométrie :   

Une mauvaise morphologie des spermatozoïdes a été associée à de faibles taux de 

fertilité (Chandler et al., 1988; Jasko et al., 1990; Barth et al., 1992). Cependant, les estimations 

subjectives de la morphologie des spermatozoïdes souffrent d'un manque de précision, de 

répétabilité et d'exactitude (Hidalgo et al., 2006). Par exemple, les programmes de contrôle de 

la qualité d'échantillons humains ont montré un coefficient de variation inter-technicien allant 

de 10 à 80% (Cooper et al., 2002; Alvarez et al., 2005; Filimberti et al., 2013). Ces variations ont 

limité l'utilité d'une telle évaluation morphologique en tant que prédicteur de la qualité du 

sperme pour la reproduction (Ombelet et al., 1995). Pour réduire la subjectivité de l'évaluation 
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de la morphologie des spermatozoïdes, des systèmes d'analyse de la morphométrie des 

spermatozoïdes assistés par ordinateur (CASMA ou ASMA, génériquement CASA) ont été 

développés et sont apparus pour la première fois sur le marché dans les années 1990 (Davis et 

al., 1992; Kruger et al., 1993) . 

De nombreuses techniques peuvent évaluer la morphométrie des spermatozoïdes, mais 

CASA-Morph est devenu le choix principal pour cette tâche, car il offre une fiabilité et une 

répétabilité accrues et une subjectivité réduite. (Kruger et al., 1999 ; Gago et al., 1998 ;  Yaniz et 

al., 2015) Les études qui évaluent les différentes sources de variation affectant CASA-Morph 

sont essentielles pour garantir sa répétabilité et cohérence entre les laboratoires. Les 

principales sources de variation de CASA-Morph, autres que le logiciel et l'analyse des données, 

sont la préparation des échantillons, la méthode de fixation, la méthode de coloration, le 

système microscopique (optique et caméra) et le technicien. Toutes ces étapes peuvent affecter 

non seulement la répétabilité des expériences, mais également la reproductibilité et la 

comparaison des résultats entre laboratoires, qui sont nécessaires pour l'utilisation pratique des 

analyses morphométriques des spermatozoïdes.  

1.3. Avantages de CASA 

Les premiers systèmes électroniques ou multi-images pour la visualisation des 

spermatozoïdes ont été développés pour fournir des informations objectives sur le 

mouvement ou la morphologie des spermatozoïdes (Ruestow EG 1983 : Amann RP et al, 

1980). Au fur et à mesure que la précision s'améliorait, on pensait que les valeurs mesurées 

devraient permettre une prédiction précise de la « fertilité » potentielle d'un sujet 

(généralement exprimée en pourcentage de femelles gestantes, proportion de femelles 

ayant des petits ou taille de portée). 

Aujourd'hui, la plupart des andrologues reconnaissent que cette notion était insensée et 

irréaliste pour des raisons biologiques liées au sperme en soi, aux événements chez un sujet 

féminin et aux problèmes de mesure de la fertilité (Boyers SP  et al., 1989 : Ruestow EG 

1983). Néanmoins, CASA joue un rôle important et croissant dans l'assurance de la qualité 

des produits de semence commercialisés pour l'IA de bovins, de chevaux ou de porcs. Chez 



10 

les sangliers, des mesures simultanées de la concentration de spermatozoïdes et du 

pourcentage de spermatozoïdes mobiles facilitent l’indentification des doses 

commercialisables de sperme et rejet du sperme inapproprié. 

Peut-être que la plupart des cliniciens actuels évaluant des taureaux ou des étalons 

destinés à être utilisés par accouplement naturel ont une pratique pour laquelle la partie 

sperme des évaluations andrologiques (qualité de la reproduction) peut apparemment être 

effectuée avec un microscope binoculaire comprenant : (1) contraste de phase et objectifs 

en champ clair ; (2) condenseur approprié ; et (3) de platines chauffées permettant des 

examens à la température recommandée. Bien que le biais et l'inexactitude des estimations 

visuelles du pourcentage de spermatozoïdes mobiles soient bien connus et affectent dans 

une moindre mesure l'évaluation de la morphologie des spermatozoïdes, il est peu probable 

que l'utilisation d'un système CASA actuellement disponible dans un examen de la qualité de 

reproduction permettrait de meilleurs conseils à un client, parce que l'objectif est d'éliminer 

les « ratés ». Le recyclage périodique de ceux qui font des estimations visuelles pourrait 

améliorer la précision et représenter une meilleure dépense ; Les techniciens CASA doivent 

également être bien formés (Moruzzi JF et al., 1988). 

Pour les andrologues travaillant pour une société de génétique, une organisation de 

traitement de sperme sur mesure ou dans un grand groupe de pratique, la plupart des 

systèmes CASA actuels offrent l'avantage d'un biais réduit par rapport aux évaluations 

visuelles et aux mesures des résultats qui pourraient fournir une base fiable pour rejeter ou 

utiliser un échantillon de sperme donné, préparer de manière optimale les «unités» de 

sperme à distribuer et s'assurer que la qualité du produit répond aux spécifications. Dans de 

telles applications, les décisions pour un échantillon donné peuvent être basées sur des 

valeurs pour quelques attributs de mouvement du sperme soigneusement sélectionnés et 

indépendants et toutes les autres valeurs de sortie CASA supprimées pour éviter une « 

surcharge informatique ». Pour la recherche, la plupart des valeurs de sortie d'un système 

CASA pourraient informer sur la fonction ou l'état du sperme. 

CASA est actuellement un outil de laboratoire très utile pour l'évaluation objective du 

sperme d'animaux d'élevage. L'examen d'un grand nombre d'échantillons et l'acquisition de 
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résultats fiables dans un court laps de temps peuvent soutenir le contrôle des problèmes de 

la reproduction chez les animaux mâles et peuvent maintenir des taux élevés de production 

d'embryons au sein des laboratoires (MICHOS I.A et al, 2013). La condition préalable est 

l'existence d'un personnel spécialisé et bien formé et l'assurance de la fonctionnalité 

appropriée du système. 

1.4. Corrélation des résultats fournis par CASA avec les résultats de l’analyse 

manuelle. 

Contrairement au comptage manuel, CASA utilise un hardware et un software pour 

visualiser et évaluer des images consécutives de spermatozoïdes viables afin d'obtenir des 

informations précises et valides sur la cinématique des spermatozoïdes individuels. Les deux 

méthodes (manuelle et CASA) ont leurs avantages et leurs inconvénients (tableau) mais la 

méthode la plus prometteuse est CASA. L’un des inconvénients du comptage manuel est qu'une 

utilisation efficace de l'hémocytomètre dépend fortement d'un pipetage précis, d'une dilution 

et d'un calcul minutieux, qui sont tous des sources d'erreur courantes (Tomlison et al, 2010). 

Des exemples d'avantages de CASA sont une analyse objective rapide et détaillée combinée à 

une reproductibilité élevée, tout en utilisant des paramètres d'instrument identiques. 

Les paramètres spermatiques obtenus conformément aux recommandations de l'OMS 

restent une référence pour les examens cliniques. Cependant, ils ne reflètent pas toujours le 

potentiel fertilisant d'un mâle. L'analyse manuelle du sperme est une procédure très rentable et 

simple, mais elle nécessite une analyse par un personnel de laboratoire bien formé. Jusqu'à ce 

jour, aucune procédure n'est validée par l'OMS comme étant un étalon-or pour l'analyse du 

sperme (Baig et al., 2019).  

Lors de l'utilisation de sperme congelé, il est intéressant d'observer que le CASA par 

rapport aux méthodes manuelles surestime souvent le nombre de spermatozoïdes avant 

congélation et sous-estime ce nombre après décongélation. L'une des raisons de cette 

différence peut être le taux d’agglutination variable auquel les cellules immobiles après 

décongélation sont sujettes. Les réglages de sperme frais des paramètres de l’analyseur peuvent 
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ne pas être optimaux pour le comptage des spermatozoïdes cryoconservés, où le milieu de 

congélation contient souvent du jaune d’œuf et / ou un cryoprotecteur. Chez l'homme, les 

échantillons de sperme lavés nécessitent des paramètres CASA différents de ceux du sperme 

séminal pour l'analyse du sperme ; de même, les échantillons après décongélation avec du 

milieu de congélation peuvent nécessiter des réglages différents lorsque la viscosité du milieu 

de congélation est différente de celle de l'éjaculat (Verstegen, Iguer-Ouada et Onclin, 2002). 

L'estimation microscopique manuelle de la motilité des spermatozoïdes est subjective et 

fortement associée aux variations inter et intra-laboratoire. Dans le même échantillon de 

sperme, des variations de 30 à 60% ont été signalées dans les éjaculats humains et animaux 

évalués manuellement (Verstegen, Iguer-Ouada et Onclin, 2002).  

Malheureusement, bien qu'il existe des lignes directrices générales et importantes pour 

la mesure de l'analyse de la motilité des spermatozoïdes et l'utilisation de CASA (ESHRE 

Andrology, 1998), une ligne directrice détaillée et généralement acceptée pour les paramètres 

internes spécifiques de CASA et les ajustements d'espèces de laboratoire importantes fait 

défaut. De toute évidence, en raison d'algorithmes de logiciels spécifiques pour des dispositifs 

CASA spécifiques (qui sont capables de modifier les résultats obtenus de paramètres particuliers 

tels que l'amplitude du déplacement latéral de la tête (ALH), il est difficile mais possible de 

générer une directive générale avec des paramètres CASA spécifiques. 

         En utilisant CASA, d’importantes variations inter-laboratoires ont été observées, des 

études multi centriques sur des sujets males ont démontré que l’un des paramètres les moins 

subjectifs, est la concentration spermatique possédant un coefficient de variation de 21% à 80% 

(Brito et al., 2016). 
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  Analyse manuelle Analyse Spermatique Assiste par ordinateur(CASA) 

Avantages Couts d’acquisition 

abordables 

Analyse rapide 

  Répétabilité des résultats avec des paramètres 

techniques identiques 

    Analyse détaillée 

  Analyse objectives, de larges échantillons de sperme 

  Temps d’analyse élevé Coûts d’acquisition élevés 

Inconvénients Comptage subjectifs Exige des maintenances régulières 

  Analyse grossières Le changement des paramètres techniques peut 

bouleverser les résultats 

Tableau 01 :  Avantages et inconvénients de l'analyse manuelle du sperme et de 

l'analyse du sperme assistée par ordinateur (CASA) (Modifié d’après Carsten et al., 2013) 

CASA est très sensible aux petits changements de paramètres internes qui peuvent 

conduire à un changement profond des résultats. Par exemple, une petite coche dans la case (« 

Les spermatozoïdes lents sont comptés comme motiles / statiques » peut conduire à des 

résultats complètement différents, par exemple une observation de 49% de cellules mobiles au 

lieu de 80%. Bien que des arguments valables existent pour les deux de possibilités - 1: les 

cellules lentes sont mobiles; ou 2: les cellules lentes n'atteindront jamais l'ovocyte - il y a un 
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risque élevé de mauvaise interprétation des résultats pour chacun des choix; une possibilité de 

surinterprétation des informations respectives en raison de connaissances de base manquantes. 

A quels groupes appartiennent les cellules lentes susmentionnées ? 

Un autre exemple d'une information importante est la fréquence d'acquisition d’image ; 

par exemple 50 Hz (fps) et 60 Hz (fps). Des fréquences différentes peuvent avoir un impact 

significatif sur les résultats obtenus (Abaigar T et al, 2012). Des paramètres comme celui-ci 

doivent être pris en compte avant d'acheter un appareil CASA spécifique et l'évaluation 

scientifique doit prendre ces informations en considération. 

Lammer et al., En 2013, ont réalisé une étude prospective en double aveugle comparant 

deux analyseurs de sperme automatisés à une évaluation manuelle du sperme. L'analyse 

statistique des résultats des tests des systèmes automatisés et de la méthode manuelle n'a 

révélé aucune différence significative pour la plupart des paramètres de sperme mesurés. 

L'étude réalisée par Komori et al., En 2006, a montré que le système d'analyse de la 

motilité des spermatozoïdes et l'analyse microscopique manuelle des spermatozoïdes montrent 

une forte concordance dans l'estimation du nombre de spermatozoïdes. 

Fuse et al., En 2005, ont montré que la mesure de la concentration totale des 

spermatozoïdes et du pourcentage de motilité progressive par l'analyseur de la qualité du 

sperme IIB montrait des corrélations élevées avec celles de la méthode manuelle 

conventionnelle recommandée par l’OMS (Guide 1999) « Cellule type améliorée de Neubauer ». 

Au contraire, l'étude de Vested et al., En 2011, a montré que les résultats de CRISMAS CASA et 

les résultats de cette méthode conventionnelle n'étaient pas comparables en ce qui concerne la 

concentration de spermatozoïdes et l'analyse de la motilité. 

La méthode CASA ainsi que la méthode manuelle ont toutes les deux démontré une 

concordance acceptable. Cependant, CASA est un meilleur outil pour éviter les variations 

subjectives et pour une meilleure standardisation. De plus, CASA est sans aucun doute supérieur 

à la méthode manuelle en ce qui concerne l’évaluation de paramètres cinématiques (Baig et al, 

2019) ainsi que la concentration des spermatozoïdes (Schubert, Badiou et Force, 2019) 



15 

Pour les laboratoires d'andrologie, les systèmes CASA, malgré leur coût, sont un moyen 

de renforcer les résultats, en particulier lorsqu'il s'agit d'analyses avec de larges plages de 

valeurs normales. Le plus petit Coefficient de Variation a toujours été obtenu avec le SCA quel 

que soit le paramètre analysé dans les gammes normales et anormales. Il est néanmoins 

primordial que les techniciens de laboratoire soient formés aux analyses de sperme. La mise en 

œuvre des systèmes CASA doit être appuyée par une formation qui devrait être assez rapide 

pour les techniciens de laboratoire. (Schubert, Badiou et Force, 2019). 

L'expertise humaine est toujours cruciale, plus particulièrement pour les paramètres à 

très faibles valeurs où les systèmes automatisés sont probablement poussés à leurs limites. 

Contrairement à ce que l'on dit couramment, les systèmes CASA ne sont pas de simples `` boîtes 

noires '', donnant des résultats froids et nus en dehors de toute intervention humaine (Dearing 

et al., 2014), mais plutôt des atouts précieux fournissant des résultats plus rapides et plus précis 

pour les principaux paramètres du sperme de routine. 

  

1.5. Utilisation de CASA dans le diagnostic clinique 

En raison des efforts considérables déployés pour améliorer les performances 

techniques et l'efficacité des systèmes CASA actuels, il est nécessaire et est devenu crucial 

d'évaluer la pertinence biologique des paramètres dérivés de CASA dans la prédiction du 

potentiel de fertilité masculine. Les mesures dérivées de CASA se sont avérées très utiles pour 

surveiller les changements subtils dans la distribution des spermatozoïdes parmi différentes 

sous-populations de motilité et de vitesse en réponse à diverses conditions physiologiques 

(Elzanaty et al., 2005; Fréour et al., 2012) et les expositions environnementales (Louis et al., 

2014; Mukhopadhyay et al., 2010), qui ne peuvent être observées manuellement par analyse 

microscopique optique.  
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1.5.a.     Définition des facteurs à risque affectant la motilité : 

De nombreux facteurs peuvent affecter la qualité des mouvements des spermatozoïdes. 

Ils comprennent la température de mesure, le traitement du sperme (lavage et capacitation, 

processus de congélation / décongélation), la concentration de sperme et le processus 

pathologique chez le donneur (Brown CA et al, 1988, Byrd W et al, 1990, Hammond MG et al, 

1986). Chez l'homme, la mesure de la concentration de spermatozoïdes et des caractéristiques 

de mouvement nécessite des réglages de paramètres différents pour les échantillons de sperme 

frais et lavés (après élimination du plasma séminal). De même, dans les échantillons 

cryoconservés, les échantillons de sperme après décongélation peuvent nécessiter des réglages 

de paramètres différents en raison de la présence du milieu de congélation ajouté à l'éjaculat.  

En conséquence, les caractéristiques de mouvement des spermatozoïdes ne doivent pas 

être considérées comme des valeurs absolues, mais doivent plutôt être interprétées à la lumière 

des réglages des paramètres. 

À l'heure actuelle, les effets potentiels des risques environnementaux et professionnels 

sur la fonction du sperme ont été largement étudiés (Amann et Katz, 2004). Mukhopadhyay et 

coll. (2010) ont évalué un groupe de patients exposés au tabagisme et aux métaux lourds. Ces 

patients ont montré des paramètres de sperme normaux dans l'analyse de sperme de routine, 

mais lorsque les mêmes échantillons de sperme de ces patients ont été analysés à l'aide du 

système CASA, il a été constaté que la valeur moyenne de la VCL (P = 0,029) et la valeur 

moyenne de la STR (P = 0,007) chez les patients exposés à la cigarette ont été réduits de 

manière significative par rapport aux patients non exposés à la cigarette. De même, la valeur 

moyenne de la VCL (P = 0,014) et la valeur moyenne de l'ALH (P = 0,040) chez les patients 

exposés aux métaux lourds ont diminué de manière significative par rapport aux patients non 

exposés aux métaux lourds, tandis que les autres paramètres de mouvement du sperme 

n'avaient pas de changement significatif. 

Falzone et coll. (2008) ont constaté que les valeurs de VSL et de BCF diminuaient 

considérablement avec le temps d’exposition au radiations GSM de 900 MHz. Ces observations 
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ont indiqué que certains facteurs de risque peuvent conduire à des changements spécifiques 

dans les caractéristiques de mouvement du sperme, qui peuvent être les changements précoces 

de la qualité anormale du sperme. 

 2.5.b.     Prédiction des paramètres de motilité augmentant les chances de fécondation in vitro 

: 

La motilité est acceptée comme le paramètre le plus important de l'ensemble des 

caractéristiques évaluées en termes de capacité de fécondation du sperme, selon par exemple 

Fitzpatrick et al. (2002) et Kathiravan et al. (2011). Plusieurs laboratoires scientifiques traitent 

du sujet de la détermination d'un paramètre particulier, évalué par le système CASA, et de sa 

corrélation étroite avec la fertilité in vivo. Cependant, ce paramètre ou test de laboratoire, qui 

pourrait rapporter avec précision des informations sur la capacité de fertilisation de la dose 

d'insémination, n'a pas encore été établi (Oliveira et al. 2013). Dans une certaine mesure, cela 

ne peut pas être prévu du fait que le processus de reproduction est très complexe (Feitsma et 

al., 2011 ; Vincent et al., 2012 ; Amann et Waberski 2014 ; Ferrazet al., 2014) et peut être 

affecté par différentes conditions (Rehak et al.2012). 

  

2.5.c.       Analyse des spermatozoïdes hyperactifs due au phénomène de capacitation : 

L'hyperactivation est une forme de motilité non progressive observée au niveau de l’ovocyte 

au moment de la fécondation et se caractérise par des ondulations flagellaires extrêmement 

asymétriques avec des amplitudes plus élevées et des fréquences plus basses conduisant à des 

trajectoires de nage très courbés, comme des coups de fouet (Demott et Suarez, 1992; Katz et 

al. , 1978). 

L’hyperactivation des spermatozoïdes a initialement été évaluée manuellement, 

décrivant les modèles de mouvement flagellaire de manière subjective en se basant sur des 

observations purement visuelles. Cependant, étant donné que l'hyperactivation des 

spermatozoïdes est un phénomène flagellaire associé à des changements dans les amplitudes 
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et les fréquences des ondes flagellaires, l'analyse manuelle de ce dernier reste très laborieuse, 

longue et incontrôlée (Suarez, 2008).  

Il a été fortement recommandé que les systèmes CASA soient une option plus pratique 

pour l'identification des spermatozoïdes hyperactivés (Mortimer, 2000 ; Mortimer et al., 

2015). 

  Dans des circonstances normales, les spermatozoïdes qui traversent la trompe de 

Fallope subissent la réaction de capacitation et entre dans un état d'hyperactivité, ce qui est 

propice pour traverser la trompe de Fallope tordue, et féconder l'ovule. Bien que la corrélation 

entre le pourcentage de spermatozoïdes hyperactif et le taux de fécondation in vitro ne soit pas 

concluante, mais la détection du pourcentage de spermatozoïdes hyperactif pourrait prédire 

l’aptitude de capacitation des spermatozoïdes in vivo et in vitro, et guider le traitement de 

l'infertilité, elle est donc nécessaire pour évaluer les caractéristiques dynamiques des 

spermatozoïdes hyperactifs en utilisant le système CASA (Mortimer, 2000).  

Les caractéristiques dynamiques des spermatozoïdes hyperactifs sont très différentes de 

celles des spermatozoïdes éjaculés et des spermatozoïdes sans capacité. Il existe deux types 

d'hyperactivité des spermatozoïdes: progressive et non progressive. Cependant, il y avait 

différentes définitions des spermatozoïdes hyperactifs dans les littératures rapportées. Certains 

ont rapporté VCL = 150 µm/s , LIN 50% et ALH = 7 µm avec une FC = 60 Hz comme des 

spermatozoïdes avec hyperactivité (Mortimer, 2000), certains ont défini VCL ≥ 180 µm/s , LIN ≤ 

45%, WOB <50% et ALH moyenne > 6,0 µm ou ALH maximum > 10,0 µm avec un FC = 60 Hz 

(Mortimer & Swan, 1995), et d’autres ont considérées VCL > 90 µm/s , LIN <20% et Dance (ALH / 

LIN 9 100)> 45,8 µm sous FC = 25 Hz comme étant des spermatozoïdes hyperactifs (Sukcharoen 

et al., 1995). 

 De plus, Pacey et al. (1997) pensaient que les spermatozoïdes hyperactifs étaient en 

multiphase et difficiles à évaluer avec précision à l'aide des systèmes CASA actuels. Par 

conséquent, pour obtenir la véritable trajectoire des spermatozoïdes hyperactifs, le FC du 

système CASA doit être suffisamment élevé. Comme il est nécessaire de faire une définition 
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acceptable et précise des spermatozoïdes hyperactifs en fonction des caractéristiques 

dynamiques des spermatozoïdes capacités in vivo. 

1.6. Autres applications 

Le système CASA peut également être utilisé pour évaluer les changements des paramètres de 

mouvement des spermatozoïdes avant et après la décongélation (Liu et al., 2004), les effets de 

différents milieux ou du traitement in vitro sur la fonction du sperme (Amann & Katz, 2004), 

ainsi que la relation entre les paramètres de mouvement des spermatozoïdes, tels que la VCL, la 

VAP, l'ALH, etc., et l'augmentation de la viscosité du sperme ou l'asthénospermie (Elzanaty et 

al., 2004). Fetterolf & Rogers (1990) ont constaté que les résultats du test de pénétration du 

sperme (SPA) étaient fortement corrélés avec la concentration du sperme, la motilité, la VCL et 

le BCF, et pensaient que le SPA très gênant et chronophage pourrait être remplacé par le CASA. 

Surtout, la technologie CASA peut-être utilisée pour identifier les différences subtiles dans la 

qualité du sperme. De plus, CASA est utile lors d’analyses des échantillons de taille importantes 

pour les enquêtes épidémiologiques sur le sperme humain.  

1.7. Facteurs influençant les résultats fournis par CASA : 

Un facteur très important pour la standardisation des résultats du système CASA est la 

partie pré-analytique, qui comprend la préparation d'un échantillon pour analyse (Amann et 

Waberski 2014). Ainsi, la vitess de capture d’image du système CASA, la concentration et le 

volume d'échantillon, le type de chambre de comptage, la température et le type de dilueur 

sont essentiels pour une interprétation correcte des résultats CASA. 

2.7.a.  La vitesse de capture : 

 La fréquence de capture (FC) est définie comme étant le nombre d'images acquises par 

seconde lors de l'obtention de la trajectoire du sperme dans le CASA. La fréquence de capture 

dépend principalement de la qualité de la caméra et du standard d'imagerie appliqué 

(Mortimer, 2000). La fréquence de capture a un effet direct sur les trajectoires de mouvement 
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des spermatozoïdes, ce qui peut encore affecter les résultats des paramètres de mouvement 

des spermatozoïdes. La trajectoire du mouvement des spermatozoïdes varie avec la FC. Lorsque 

la trajectoire est construite avec une FC de 30 Hz, elle sera relativement simple, alors qu'avec 

une FC de 60 Hz, elle sera relativement complexe. 

Pour l'analyse du mouvement des spermatozoïdes, les images représentent 

généralement une exposition de 0,02 seconde à une fréquence de 50 images par seconde. 

L'exposition de l'image peut être contrôlée via un obturateur de caméra ou la durée d'impulsion 

de l'éclairage stroboscopique. 

 La vitesse à laquelle les images sont capturées et la durée d'une « scène » (par exemple, 

60 images par seconde pendant 0,5 seconde) affectent la distance qu'un spermatozoïde peut se 

déplacer entre des images successives ou pendant une scène entière (c'est-à-dire un trajet 

curviligne). Celles-ci ont un effet direct sur la forme du « chemin moyen » calculé pour chaque 

sperme, les écarts par rapport au chemin enregistré du centre de gravité d’un spermatozoïde 

sur des images successives, et d’autres valeurs de sortie pour le mouvement des 

spermatozoïdes. Pour l'analyse de la morphologie des spermatozoïdes, une ou plusieurs images 

sont généralement évaluées bien que certains systèmes calculent apparemment des statistiques 

de morphologie basées sur toutes les images d'une scène (Lu et al., 2014) 

Lorsque la trajectoire du mouvement des spermatozoïdes change, les paramètres 

dynamiques des spermatozoïdes seront, par conséquence, modifiés. Davis & Katz (1992) ont 

constaté que la motilité des spermatozoïdes basée sur une FC de 5 Hz était plus élevée que celle 

sur une FC de 15 Hz pour deux instruments CASA de marque. Owen & Katz (1993) ont montré 

que la variation de VCL, LIN et MAD basée sur une FC de 30 Hz était significativement plus 

élevée que celle sur une FC de 60 Hz. Castellini et coll. (2011) ont rapporté que la FC n'avait 

aucun effet évident sur la motilité totale des spermatozoïdes, mais avait un effet significatif sur 

les paramètres cinétiques des spermatozoïdes.  

Il est également indiqué que les spermatozoïdes de grade a et b peuvent être évalués 

correctement par le système CASA commercial avec une FC de 30–60 Hz, tandis que l'évaluation 
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précise des spermatozoïdes de grade c nécessite une FC accrue. Maintenant, il est 

généralement admis que le système CASA avec une FC de 60 Hz peut essentiellement répondre 

aux exigences de l'analyse de la dynamique des spermatozoïdes humains et autres mammifères 

(Lu et al., 2014) 

 2.7.b.  Le type de cellule de comptage associé au système CASA : 

Il existe différents modèles de systèmes CASA, et ces derniers sont souvent équipés de 

différentes cellules de comptage de spermatozoïdes. Cependant, les résultats fournis par CASA 

seront affectés en raison de la grande variation des résultats des différentes ces cellules de 

comptage (Hu et al., 2006). Même si le système CASA a une FC très élevé, un très bon système 

de traitement vidéo et un logiciel d'analyse avancé, si la profondeur de la chambre de comptage 

des spermatozoïdes présente une erreur importante, les résultats de la concentration et de la 

motilité des spermatozoïdes seront directement affectés. 

L'analyse des spermatozoïdes assistée par ordinateur nécessite que les spermatozoïdes 

soient détectables par vision artificielle (Boyers et al., 1989). Pour l'analyse du mouvement, des 

chambres jetables (plusieurs fabricants), chargées par capillarité, avec une profondeur 

soigneusement contrôlée (axe Z; profondeur certifiée) de 20 ou 10 µm sont souvent 

recommandées. Ces profondeurs font qu'il est moins probable qu'un spermatozoïde puisse 

remonter et / ou descendre en dehors de la profondeur de champ utile du microscope. 

Cependant, cela signifie que les spermatozoïdes de certaines espèces ne peuvent pas nager à 

leur manière normale ; pour les spermatozoïdes de taureau, des excursions hélicoïdales 

illimitées de la queue nécessitent 12 µm dans chaque direction à partir du plan de la tête 

(Rikmenspoel R., 1984, Rikmenspoel R., 1965) lorsqu'un spermatozoïde donné se repositionne. 

Kuster (2005) pensait que lorsque le système CASA était affilié à des chambres de comptage de 

spermatozoïdes d'une profondeur de 20 µm chargeant les échantillons par capillarité, les 

résultats devraient être corrigés en utilisant le facteur de compensation approprié, car le 

mouvement de Poiseuille de l'échantillon dans ces chambres produit l'effet Segre – Silberberg 

(SS). 



22 

Pour l'analyse de la morphologie, la plupart des systèmes utilisent une préparation sèche 

colorée (sur une lame conventionnelle) bien que certains fournissent maintenant une analyse 

complète de la morphologie de la tête et / ou de la queue en utilisant une préparation humide. 

(Amann et Waberski 2014) 

 2.7.c.  Les algorithmes du système CASA : 

Une trajectoire irrégulière du mouvement des spermatozoïdes produira une forme et une 

complexité assez différentes de la trajectoire de mouvement des spermatozoïdes lorsque la FC 

varie. Il est donc nécessaire de traiter ces pistes en utilisant certains principes et algorithmes. En 

général, les valeurs des paramètres cinétiques des spermatozoïdes, tels que VAP, ALH, etc., sont 

calculées par les algorithmes après le lissage de la trajectoire des spermatozoïdes (Mortimer & 

Swan, 1999). Par conséquent, si les algorithmes sont différents entre les systèmes CASA, les 

résultats manqueront de comparabilité. 

Nafisi et coll. (2005) ont présenté une sorte d'algorithme de calcul de la trace des 

spermatozoïdes, qui n'était pas sensible aux conditions d'acquisition de l'imagerie, mais le fond 

et les autres particules peuvent être éliminés avec succès par une méthode arithmétique 

améliorée en deux étapes. Il a été prouvé que cette arithmétique fonctionnait très bien dans 

différentes conditions d'acquisition d'imagerie. De plus, le calcul du pourcentage de 

spermatozoïdes mobiles est lié à la fixation du seuil entre les spermatozoïdes mobiles et 

immobiles. Le réglage du seuil peut être arbitraire, ce qui manque actuellement de norme 

uniforme.  

2.7.d. La concentration spermatique de l’échantillon :  

L'effet  de la concentration de spermatique sur la motilité et les paramètres cinétiques 

des spermatozoïdes était très évident lorsqu'il a été évalué avec le système CASA. Johnson et 

coll. (1996) ont rapporté que le système CASA (Hamilton-Thorne) affilié à la chambre MicroCell 

pouvait détecter la concentration et la motilité des spermatozoïdes avec précision dans un 

intervalle de concentration de spermatozoïdes de 20 x 106 ml-1 à 149 x 106 ml-1. Cependant, 



23 

Wetzels et al. (1993) ont observé l'effet de la concentration de spermatozoïdes sur les résultats 

du système CASA en utilisant différentes dilutions d'échantillons de sperme et ont constaté que 

tous les paramètres de motilité des spermatozoïdes étaient affectés par la concentration dans 

un intervalle de 10 x 106 ml 1 à 180 x 106 ml-1. 

 Spiropoulos (2001) a montré qu'il y avait des différences significatives dans les 

paramètres de mouvement des spermatozoïdes entre les échantillons à concentration de 

sperme faible et élevée après l'analyse des échantillons de sperme dilués avec le système CASA, 

ce qui indique qu'une concentration élevée de spermatozoïdes peut fausser les résultats du 

comptage, de la motilité et des paramètres cinétiques des spermatozoïdes. De plus, le manuel 

de l'OMS (5e édition) (Organisation mondiale de la Santé, 2010) recommande que la 

concentration de sperme dans les échantillons de sperme détectés avec le système CASA soit 

inférieure à 50 x 106 ml-1, et Mortimer (2000) recommande même qu'elle soit moins de 40 x 106 

ml-1.  

En fait, c'est compréhensible. Lorsque les paramètres cinétiques des spermatozoïdes 

sont analysés à l'aide du système CASA, les trajectoires de tous les spermatozoïdes dans les 

champs détectables doivent être reconstruites. S'il y a trop de spermatozoïdes dans un champ, 

le risque de collisions mutuelles entre les spermatozoïdes augmentera. Deux ou plusieurs 

trajectoires des spermatozoïdes semblaient trop proches ne peuvent pas être reconstruites avec 

précision par le système CASA. En conséquence, les paramètres dynamiques du sperme seront 

modifiés, et les catégories de motilité des spermatozoïdes peuvent être affectées.  

De ce fait, lorsque les échantillons de sperme sont analysés à l'aide du système CASA, les 

échantillons à forte concentration de spermatozoïdes doivent être dilués avec leur plasma 

séminal correspondant (Lu et al., 2013). Le dilueur utilisé ne doit pas contenir de particules 

d'une taille similaire à celle des têtes de spermatozoïdes (par exemple, jaune d'œuf non clarifié), 

car ils ne seront pas différenciés des spermatozoïdes non mobiles(Iguer-Ouada M, Verstegen J. 

2002). 

 2.7.e.  Standardisation et mesures de contrôle qualité pour CASA : 
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Le facteur humain peut également affecter les résultats de l'analyse de différentes 

manières, des exigences spécifiques doivent donc être remplies. Le technicien de laboratoire 

joue un rôle crucial dans ces conditions complexes d'évaluation et peut influencer la quasi-

totalité des facteurs susmentionnés, afin de garder les résultats obtenus fiables et 

reproductibles (Michos et al.2013, Amann et Waberski 2014). Par conséquent, CASA, en tant 

que système sophistiqué, impose des exigences élevées aux opérateurs qualifiés. De plus, 

comme il n'y a pas de norme d'or définie pour les méthodes d'analyse de la motilité des 

spermatozoïdes animaux, il est donc recommandé d'établir un mode opératoire standard pour 

un laboratoire spécifique. Cela devrait s'accompagner de la détermination de la répétabilité de 

l'évaluation, lorsque la répétabilité supérieure à 95% est possible (Feitsma et al. 2011). En 

d'autres termes, l'une des difficultés dans l'utilisation de CASA est le facteur humain. L'achat et 

la création de CASA impliquent non seulement l'entretien des installations, mais les opérateurs 

doivent connaître les principes de CASA et doivent être formés périodiquement (Michos et al. 

2013). 

 1.8. Limites de CASA: 

Bien qu'il s'agisse d'un outil fiable qui a la capacité de fournir des mesures détaillées des 

dimensions de la tête et de la pièce médiane du sperme, la plupart des systèmes CASA 

disponibles dans le commerce ne sont pas capables d'analyser les caractéristiques de la queue 

du sperme et limitent par conséquent l'application de cette technologie dans les milieux 

cliniques (Mortimer et al., 2015).  De plus, les systèmes CASA ne sont pas des robots prêts à 

l'emploi et peuvent être influencés, comme toute autre technique automatisée, par plusieurs 

artefacts liés à des réglages inappropriés et des erreurs techniques (Kraemer et al., 1998; 

Ibănescu et al., 2016).  

Avec les progrès récents réalisés dans le logiciel CASA, bon nombre des limitations 

affectant la performance de mesure CASA ont été partiellement ou totalement annulées. Par 

exemple, lorsqu'elle est évaluée manuellement, la motilité du sperme est définie et catégorisée 

en fonction de son mouvement flagellaire et de son modèle de battement, tandis que CASA 

dépend principalement du suivi du déplacement de la tête du sperme. Il a été affirmé que 
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l'évaluation du pourcentage de motilité des spermatozoïdes à l'aide de CASA pourrait ne pas 

être fiable en raison de la mauvaise identification potentielle des débris particulaires comme 

des spermatozoïdes immobiles (OMS, 2010).  

Cependant, les nouveaux modèles CASA sont incorporés avec des filtres intelligents 

éliminant certaines particules de taille similaire à celle du sperme, mais surtout utilisant un 

contraste de phase positif où la plupart des images d'arrière-plan sont maintenant visualisées 

dans noir et par conséquent non représenté comme faisant partie du sperme réfléchissant 

blanc. En outre, une fonction appelée «dérive» peut être définie pour éliminer non seulement le 

mouvement brownien, mais également un flux mineur et même aider à contrer la détection 

d'un sperme immotile légèrement déplacé comme mobile en raison d'une collision avec un 

spermatozoïde mobile. Ces caractéristiques permettent une évaluation plus précise et objective 

de la numération et de la motilité des spermatozoïdes (Mortimer et al., 2015). 

 1.9. Future potentiel de CASA 

Les conditions pour étudier le mouvement des spermatozoïdes sont un compromis. Les 

spermatozoïdes sont suspendus dans un milieu différent de tout ce qu'ils rencontreront in vivo. 

La suspension est vue dans une chambre (ou gouttelette) dans laquelle les spermatozoïdes 

s'accumulent aux interfaces entre la suspension et l'air, ou dans la paroi de la chambre, où ils 

nagent différemment que s'ils étaient éloignés de l'interface (Rothschild Lord, 1963 : Woolley 

DM, 2003 : Su TW et al, 2013). Les lois de l'optique imposent une faible profondeur de champ 

dans laquelle un spermatozoïde objet peut être détecté par une puce à matrice typique et 

même dans une chambre de 20 mm de profondeur, certains spermatozoïdes peuvent ne pas 

être détectés. Des approches pour acquérir des images de spermatozoïdes nageant en trois 

dimensions émergent. Les chercheurs qui étudient la biologie des spermatozoïdes devraient 

pousser pour augmenter leur disponibilité, car la faible profondeur de champ entrave le 

mouvement libre des spermatozoïdes. 

Cependant, il est peu probable qu'un passage des approches actuelles à la mesure du 

mouvement ou de la morphologie des spermatozoïdes dans une chambre profonde améliorera 
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la prise de décision dans une installation de production, où l'objectif est d'identifier et 

d'éliminer rapidement les échantillons contenant trop de spermatozoïdes jugés anormaux sur la 

base des données historiques. données de tous les échantillons similaires vus avec le même 

système et les mêmes conditions. Les cliniciens sur le terrain (par exemple, examen de la qualité 

de l'élevage de taureaux dans des conditions d'élevage ou de la faune sur le terrain) ou dans 

une petite pratique en site fixe devraient fournir un marché pour un système CASA robuste, 

simple et bifonctionnel pour rapporter les pourcentages de motile (basé sur VCL, VAP et / ou 

LIN) et morphologie non anormale (basée sur 2 à 4 critères pour la tête et la queue) du sperme. 

2. Méthodes complémentaires d’analyse spermatique : 

Différentes approches ont été développées pour effectuer une analyse large et 

exhaustive des paramètres de qualité du sperme. Les informations obtenues à partir des 

différentes approches sont de la plus haute importance pour étudier la physiologie, la fonction 

et les caractéristiques intrinsèques du sperme. Différentes approches utilisant diverses 

techniques, complémentaire a CASA,  pour évaluer des moments fonctionnels spécifiques du 

spermatozoïde (c.-à-d. Capacitation, réaction acrosomique) permettent d'élucider diverses voies 

sous-jacentes à une fonction spécifique et d'avoir une vue plus large sur un événement 

spécifique. Les chercheurs se focalisent généralement sur des paramètres pour des événements 

spécifiques, mais les études sur la spermatologie au cours des dernières décennies ont 

démontré qu'une approche multiparamétrique est préférable car certains événements de la vie 

des spermatozoïdes ne peuvent être expliqués par un seul paramètre. 

2.1. Cryométrie en flux 

Au cours des deux ou trois dernières décennies, la cytométrie en flux a acquis une très 

grande importance en spermatologie: la diffusion de nombreux cytomètres ainsi que leurs 

performances élevées dans l'analyse des cellules ont attiré l'attention de nombreux chercheurs. 

La cytométrie en flux repose principalement sur la possibilité d'analyser des cellules 

individuelles traversant un flux liquide en les excitants avec des lasers spécifiques et en lisant la 
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réponse de la cellule. Les fluorochromes jouent un rôle important dans ce système car, en 

choisissant les bons, ils permettent d'étudier différentes fonctions / caractéristiques de la 

cellule (Hossain et al., 2011). 

Habituellement, la cytométrie en flux (similaire à celle observée en microscopie à 

épifluorescence) permet de déterminer différentes populations de spermatozoïdes, sur la base 

de leur positivité à une coloration déterminée (Hossain et al., 2011), combinant également deux 

ou plusieurs colorants (Martìnez- Pastor et al., 2010; Robles et Martínez-Pastor, 2013). 

En spermatologie, de nombreux dosages peuvent être réalisés par cytométrie en flux (Guthrie et 

Welch, 2007; Martìnez-Pastor et al., 2010; Hossain et al., 2011; Robles et Martínez-Pastor, 2013) 

permettant ainsi une très large gamme de paramètres à être évalué par cette technique. 

Avant de donner quelques exemples, certains points importants doivent être soulignés. Après 

quelques années d'expérience dans le travail sur la cytométrie en flux, nous avons remarqué 

que la littérature manque parfois d'informations importantes concernant la technique: la 

conception expérimentale ainsi que les caractéristiques techniques du cytomètre en flux et le 

réglage utilisé dans l'analyse sont complètement absents. Il devrait être recommandé d'avoir 

une approche rigoureuse dans la description des matériaux et des méthodes, comme indiqué 

dans (Lee et al., 2009). 

Une autre remarque technique importante concerne la possibilité de surestimer certaines sous-

populations de spermatozoïdes, à savoir celles qui sont négatives pour une coloration 

déterminée; dans ce cas, en fait, la sous-population négative pourrait contenir certaines 

particules non cellulaires (acrosomes cellulaires, queues; particules non spermatiques) qui 

pourraient être détectées par un instrument. Pour surmonter cette lacune technique, 

(Petrunkina et al., (2010) et Petrunkina et Harrison (2010) ont développé une technique 

spécifique ainsi qu'une formule mathématique pour éviter de grosses erreurs dans l'estimation 

des sous-populations.  
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La cytométrie en flux a été utilisée chez différentes espèces (Maxwell et Johnson, 1997; 

Rijsselaere et al., 2005; Pinart et al., 2015; Battut et al., 2017) pour déterminer à la fois la qualité 

et la fonction du sperme. 

La technique permet d'estimer l'intégrité de la membrane (Pinart et al., 2015; Bucci et al., 2018), 

la fonction mitochondriale et la production de ROS (Gravance et al., 2000; Koppers et al., 2008; 

Gibb et al., 2015; Gürler et al., 2015; Bucci et al., 2018), peroxydation lipidique (Aitken et al., 

2007; Ortega Ferrusola et al., 2009), capacitation du sperme (Rathi et al., 2001; Piehler et al., 

2006) ; Martìnez-Pastor et al., 2010; Hossain et al., 2011); statut oxydatif (Gibb et al., 2014; 

Giaretta et al., 2015). 

L'utilisation d'anticorps liés au fluorochrome contre des protéines spécifiques ou des protéines 

activées (c'est-à-dire phosphorilées) est d'une importance réelle (Piehler et al., 2006); il est à 

noter que, dans le cas de la cytométrie en flux, la sortie de l'instrument lors de l'utilisation 

d'anticorps pourrait être liée à la présence / absence de la protéine déterminée et, 

partiellement, à l'intensité du signal (qui pourrait être liée à la quantité de la protéine). Cette 

technique ne donne aucune information sur la localisation de la protéine au sein de la cellule, 

même si certains nouveaux cytomètres permettent également l'inspection visuelle des cellules 

traversant le flux. 

À l'heure actuelle, l'analyse multiparamétrique est possible, et le développement de cytomètres 

les plus récents avec plus de lasers et de canaux optiques permet l'évaluation contemporaine de 

différents paramètres, donnant ainsi une sortie multiparamétrique extrêmement précieuse 

pour déterminer les états fonctionnels des cellules spécifiques (c.-à-d.la capacitation)( Bucci et 

al., 2019) 

2.2. L’analyse Protéomique  

L'analyse de l'expression des protéines est d'une importance fondamentale pour essayer 

d'étudier la fonction du sperme, car de nouvelles protéines pourraient être découvertes dans le 

spermatozoïde mature et leur fonction pourrait être élucidée. Plusieurs études ont démontré la 

présence de protéines à la fois par une technique d'inspection visuelle (microscopie) et par une 
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analyse de protéines comme le Western blot (Flores et al., 2008; Bucci et al., 2010b, 2010a; 

Flores et al., 2011; Spinaci et al. , 2014). Cette dernière est généralement considérée comme la 

technique la plus spécifique pour reconnaître efficacement une protéine déterminée, car la 

possibilité d'obtenir des résultats faussement positifs est nettement inférieure par rapport à la 

technique d'immunofluorescence. 

L'analyse par Western blot permet également de quantifier la quantité d'une protéine 

déterminée; cette approche pourrait être d'une importance fondamentale dans la 

compréhension de certains processus physiologiques ou changements induits par les 

procédures biotechniques du sperme (Spinaci et al., 2005b; 2006). Là encore, cette technique, 

couplée à une immuolocalisation de la protéine d'intérêt, pourrait donner des informations 

intéressantes et fondamentales concernant la quantité ainsi que les changements possibles du 

site d'expression d'une protéine donnée. 

De plus, l'utilisation d'anticorps spécifiques pourrait être très utile pour détecter des 

changements dans la quantité de protéines activées dans un état fonctionnel déterminé (c.-à-d. 

Capacitation ou réaction acrosomique ou après décongélation). C'est le cas des études portant 

sur les protéines régulatrices de voies intracellulaires déterminées (Harayama et al., 2004; 

Maccarone et al., 2005; Grasa et al., 2009; Ramió-Lluch et al., 2011a, b; Bucci et al. , 2012; 

Gonzalez-Fernandez et al., 2012; Hurtado De Llera et al., 2013; Gonzalez-Fernandez et al., 2013; 

Yeste et al., 2014); dans les exemples rapportés, des anticorps spécifiques contre des protéines 

/ protéines activées ont été utilisés pour déterminer l'état d'activation de voies spécifiques et / 

ou du spermatozoïde entier. 

Le rôle central des protéines dans les processus cellulaires des mammifères doit également être 

pris en compte en spermatologie; de cette manière, plusieurs protéines ont été proposées 

comme indicateurs spécifiques de fonctions déterminées (Spinaci et al., 2005b; Pinart et al., 

2015), même s'il faut être prudent dans ce type d'approche. C'est une volonté commune des 

chercheurs de trouver le paramètre «one-man band», capable de décrire, à lui seul, tout un 

processus. Quoi qu'il en soit, il n'est pas si facile de détecter un tel paramètre ni d'expliquer 

toujours l'ensemble du processus. 
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2.3. Analyse des spermatozoïdes par microscopie à épifluorescence 

Un outil très précieux pour étudier les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles 

des spermatozoïdes est, bien entendu, le microscope. Dans cette revue, nous n'abordons pas 

l'évaluation microscopique standard, qui représentait un standard d'or de l'évaluation des 

spermatozoïdes dans le passé (c'est-à-dire la morphologie) (Love, 2011) mais nous nous 

concentrerons sur l'analyse des spermatozoïdes par des sondes fluorescentes ou des anticorps 

conjugués au fluorochrome, qui permettent une analyse des différentes conditions et fonctions 

du sperme par une visualisation directe du spermatozoïde unique. 

Plusieurs sondes fluorescentes sont utilisées en spermatologie (Silva et Gadella, 2006), la 

plupart concernant l'intégrité de la membrane du sperme (SYBR green 14; propidium iodide; 

sytox green) (Maxwell et Johnson, 1997), l'intégrité de la membrane acrosomale (conjuguée 

FITC ou TRITC Pisum sativum agglutinine et arachides agglutinine) (Mari et al., 2010), activité 

mitochondriale (JC1) (Gravance et al., 2000; Giaretta et al., 2014) sites de stockage du calcium 

(chlortétracycline - CTC, fluo3 et fluo 4) (Green et Watson, 2001 ; Bucci et al., 2012); 

déstabilisation de la membrane (annexine V conjuguée au FITC) (Spinaci et al., 2005a); 

l'activation de la caspase (conjuguée au VAD-fmk FITC) (Vallorani et al., 2010); réorganisation du 

cytosquelette d'actine (phalloïdine conjuguée à TRITC) (Brener, 2002); Fragmentation de l'ADN 

(Halomax ®) (De Ambrogi et al., 2006; Alkmin et al., 2013). Voici quelques exemples qui 

expliquent clairement l'ampleur de l'utilisation de la microscopie fluorescente en 

spermatologie. La principale approche suivie par les chercheurs lors de l'utilisation de sondes 

fluorescentes est de visualiser un seul spermatozoïde et de comprendre si la sonde colore la 

cible ou non. L'évaluation est effectuée sur un échantillon enduit et un nombre approprié de 

cellules (généralement au moins 200) est examiné. De cette manière, cette technique permet 

de réaliser à la fois une étude de description (pour délimiter quels compartiments de 

spermatozoïdes sont colorés par une sonde spécifique) et une étude de sous-population, car il 

est possible de distinguer la sous-population positive de la sonde de la négative. Lors de 

l'utilisation de plus d'une sonde mélangée ensemble (c.-à-d. JC1 + PI + SYBR green 14), l'analyse 
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de sous-population est enrichie en différentes classes (c.-à-d. Cellules vivantes avec / sans 

mitochondries actives; cellules mortes avec / sans mitochondries actives) 

De plus, ce type d'approche permet d'examiner les caractéristiques particulières de certains 

organites et leurs schémas d'activation spécifiques (Ramió-Lluch et al., 2011b). 

L'application la plus intéressante de la microscopie fluorescente concerne les études 

d'immunolocalisation utilisant des anticorps conjugués au fluorophore. Plusieurs études de nos 

laboratoires et de nombreux autres (Maccarrone et al., 2005; Spinaci et al., 2005b; Jones et al., 

2008; Bucci et al., 2010b, 2010a; Flores et al., 2010; Bucci et al. , 2011, 2012; Ramió-Lluch et al., 

2012; Spinaci et al., 2013, 2014) ont utilisé des anticorps contre une protéine ou un résidu 

protéique spécifique pour détecter la présence de protéines spécifiques dans les 

spermatozoïdes ainsi que pour décrire leur localisation et une relocalisation éventuelle à 

différents moments fonctionnels tels que la capacitation. 

De plus, ce type d'approche est fondamental pour découvrir de nouvelles caractéristiques du 

spermatozoïde et éventuellement de nouvelles protéines (ou du moins des protéines dont on 

ne sait pas qu'elles sont exprimées dans le spermatozoïde) qui peuvent jouer des rôles 

intéressants et surprenants (Flores et al., 2010). ; Ramió-Lluch et al., 2012; Spinaci et al., 2014). 
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Conclusion : 
Les systèmes CASA ont considérablement évolué au cours des deux dernières décennies pour 

devenir des outils puissants pour l'évaluation rapide et objective de la concentration, de la motilité et de 

la cinématique des spermatozoïdes, ainsi que de la morphologie, chez presque tous les mammifères, y 

compris les humains. En quelques secondes, des centaines à des milliers de spermatozoïdes peuvent être 

analysés avec une grande précision. À cet égard, CASA est de loin supérieur aux évaluations manuelles 

subjectives ; il mesure quantitativement différents aspects de la vitesse du sperme, de l'hyperactivation 

et de la morphométrie, ce qui ne peut pas être fait manuellement. Des modules CASA de nouvelle 

génération ont été récemment développés pour quantifier automatiquement divers aspects de la 

fonctionnalité du sperme, tels que la fragmentation de l'ADN du sperme, la vitalité du sperme et 

l'intégrité et la réaction des acrosomes. 

Cette enquête s’est principalement concentrée sur des études relatives à la motilité et à la 

morphologie des spermatozoïdes des animaux domestiques, ainsi que de diverses espèces sauvages; 

fournissant des réglages de paramètres, en plus de nouvelles données de base pour des échantillons 

principalement normospermiques; montrant que même les échantillons les plus difficiles, tels que les 

spermatozoïdes de rat et de souris, peuvent maintenant être analysés en routine pour la motilité et la 

morphologie, présentant ainsi un outil puissant pour les études de toxicologie. Comme le montrent la 

littérature actuelle, il existe de nombreuses applications pour l'utilisation courante de CASA dans le 

laboratoire de recherche, la gestion de la faune et l'évaluation clinique de la fertilité (humaine et 

vétérinaire). 

Enfin, pour permettre l'étude des relations entre le mouvement du sperme, la concentration, la 

morphologie et la fertilité, des études de définition de base sont justifiées pour fixer les limites et la 

fourchette normale des paramètres des éjaculats normaux, en tenant compte, en particulier, des 

espèces et des variations d'âge. Les intérêts liés à la définition, à l'analyse et à la caractérisation des 

sous-populations à l'aide d'approches statistiques multifactorielles semblent essentiels à cet égard. 

Malgré l’absence d’une standardisation universelle totale, les différents instruments CASA ont 

tous démontré actuellement des niveaux élevés de précision et de fiabilité. Même s'ils peuvent parfois 

être décevant, la disponibilité de ces instruments et le respect d'une standardisation partiel stricte 

donneront l'occasion de comparer objectivement le mouvement et la morphologie du sperme. Par 

conséquent, CASA fournit un outil efficace, précis et fiable pour évaluer objectivement la fertilité, 

améliorer les technologies de reproduction artificielle et développer des études physiologiques ou 

toxicologiques.  
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