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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la calidad
espermatica, aislamiento bacteriano y serologia de Chlamydia trachomatis
en pacientes proveniente del laboratorio de fertilidad de la Clinica Santa
Rosa, de la Ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo de
Agosto del 2007 hasta agosto del 2008. La poblacion en estudio estuvo
conformada por 105 individuos con edades comprendidas entre 21 y 61
afos, a quienes se les realizd un perfil androlégico la cual incluyo: un
analisis de semen realizado segun las normas de la OMS, aislamiento e
identificacion bacteriana, utilizando el A. F. GENITAL SYSTEM vy niveles
séricos de anticuerpos IgA e IgG anti-Chlamydia trachomatis, basado en
la prueba de ensayo inmunoenzimatico indirecto de fase soélida (EIA),
InmunoComb |l Chlamydia trachomatis monovalente IgA e IgG de
Orgenics. Del total del liquido seminal estudiado, el 77,14 % presentaron
vitalidad espermatica anormal, encontrandose a su vez un porcentaje de
anormalidad de 39,05 % para los parametros: viscosidad, pH y volumen
espermatico, ademas de un 38,10% y 35,24% para la licuefaccion y
concentracion espermatica, respectivamente. La astenozoospermia
resultd ser la anomalia mas prevalente en los pacientes estudiados con
un porcentaje de 96,19 %, seguido de la oligozoospermia con 32,38 %.
De los espermocultivos evaluados, 74 (70,48 %) presentaron cultivos
positivos. Las bacterias que se encontraron con mayor frecuencia fueron:
Enterococcus faecalis con 40 (40,40%) aislamientos, seguido por
Staphylococccus coagulasa negativa con 17(17,17%). Ureaplasma
urealyticum y Escherichia coli con 16(16,16%) y 10(10,01%),
respectivamente. No se encontré asociacion estadisticamente significativa
entre la presencia de cultivos positivos y negativos y los parametros
espermaticos estudiados; asi como también entre presencia de
anticuerpos IgA e IgG para Chlamydia trachomatis con cultivo negativo y
los diferentes parametros espermaticos analizados. La vitalidad
espermatica y la motilidad se ve afectada a medida que aumenta el
numero de colonias en los espermocultivos, por lo que es probable que el
numero de colonias podrian afectar a los espermatozoides y su motilidad,
para asi contribuir a la infertilidad de los hombres.

Vi



INTRODUCCION

El aparato reproductor masculino esta constituido por 6érganos
internos, representados por los testiculos, vias espermaticas y vesicula
seminal; el pene y el escroto constituyen 6rganos externos, mientras que,
las glandulas bulbouretrales y la préstata conforman los 6rganos anexos,
encargados de suministrar al eyaculado su composicion quimica y mas
del 90% del volumen total de plasma seminal. Estos tejidos accesorios
producen sustancias de gran importancia biolégica, ya que protegen al
tracto urinario de agresiones patoldgicas que invaden la uretra, mediante
la secrecion de metales como el zinc, proteasas como lisozimas e
inmunoglobulinas secretoras. El mecanismo de lavado de la uretra por
estas secreciones establece un medio hostil a los agentes invasores
(Sanz et al., 1999).

La espermatogénesis es el proceso de formacion de los
espermatozoides, a partir de las células ubicadas en la membrana basal
de los tubulos seminiferos. Este proceso se puede estructurar en una
serie de fases principales: Antes de la madurez sexual, las células
germinales indiferenciadas, espermatogonias tipo A, se encuentran en
pequefio numero de las gonadas masculinas, tras la pubertad, a través de
varios ciclos de mitosis producen nuevas espermatogonias de tipo A, que
mantienen la reserva celular y espermatogonias tipo B, destinadas a la
produccion de espermatozoides, las cuales sufren nuevas divisiones
mitéticas para producir espermatocitos primarios, que emigran al
compartimiento adluminal del tubulo, antes de comenzar la meiosis. Tras
la primera division meidtica, las células que resultan son los
espermatocitos secundarios, que progresan rapidamente a la segunda
fase de la meiosis, por lo que son dificiles de ver, las células resultantes

son gametos haploides sin madurar que reciben el nombre de



espermatidas (Simon, 2003).

La formacion del semen ocurre mediante la mezcla rapida e
individual de cuatro fracciones diferentes. La primera fraccion, pre-
eyaculatoria es de consistencia mucosa, libre de espermatozoides, y
proviene de las glandulas bulbouretrales y uretrales, la segunda fraccién,
consiste en una secrecion prostatica libre de espermatozoides, forma del
13 al 33% del eyaculado y tiene elevada concentracion de &cido citrico y
fosfatasa acida. La siguiente fraccién contiene tanto elementos liquidos
como gelatinosos, rica en espermatozoides y originada en el epididimo,
conducto deferente y ampolla deferente. La fraccién final, es la mas
abundante y constituye del 50 al 80% del eyaculado, es procedente de las
vesiculas seminales, tiene pH alcalino y es rica en fructuosa (Remohi et
al., 2001; Silva et al., 2001).

El andlisis del semen convencional, conocido como espermatograma
0 espermiograma, continua siendo el método comunmente aceptado para
estudiar al factor masculino, ya que es rapido, sencillo y muy econémico.
Sin embargo, su valor es afectado por la variabilidad de la calidad del
semen en muestras repetidas de un mismo individuo, variando el
resultado incluso cuando es procesado por el mismo investigador, por lo
tanto, el hecho de encontrar alteraciones en el analisis seminal, no
significa que se haya encontrado la causa de la enfermedad (Barja y
Berrios, 2003).

El propdsito fundamental del analisis basico de semen radica en
evaluar los parametros descriptivos clasicos de un eyaculado producido
por masturbacién. Las caracteristicas a analizar son: apariencia, olor,
licuefaccién, viscosidad, pH, volumen, concentracion espermatica,
movilidad, vitalidad y caracteristicas morfolégicas de los espermatozoides,

presencia de detritos y otros elementos celulares del semen, asi como



aglutinacion entre espermatozoides (Remohi et al., 2001).

Los diferentes estudios realizados con el semen en fresco por
diferentes centros repartidos por todo el mundo, y la observacion de las
caracteristicas tanto macro como microscopicas del eyaculado llevaron,
en 1980, a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a editar un manual
de laboratorio para el estudio del semen (Laboratory Manual for the
examination of human semen and sperm-cervical mucus interation) que
establecio los analisis mas representativos y con mas rendimiento a la
hora de estudiar una determinada muestra de semen y, en consecuencia,
dictar los criterios de normalidad (OMS, 1999).

El estudio de calidad del semen es el examen de laboratorio mas
importante en la fertilidad masculina (Teppa y Palacios, 2004), y es una
de las practicas que se efectuan en los servicios de atencién a parejas
infértiles, lo cual incluye movilidad, concentracion, viabilidad, morfologia y
pH, siguiendo las normas recomendadas por la OMS. Ademas, la
coagulacion y las células inflamatorias también pueden evaluarse. Hay
distintas categorias aplicadas a los resultados anormales que pudieran
observarse en los analisis de semen (Padron, 1990 y Calamera, 1997).
Un estudio publicado por una médico danesa, en 1992, demostré que la
cantidad de espermatozoides presentes en el semen de hombres de 21
paises habia disminuido en un 50% entre 1940 y 1990 (Barcha, 2000).

La infertilidad es la incapacidad de una pareja de lograr un embarazo
después de 12 meses de mantener relaciones sexuales sin utilizar ningun
meétodo anticonceptivo, su incidencia varia notablemente en diferentes
paises e incluso en diferentes zonas de un mismo pais (Poirot y
Cherruau, 2005).

La infertilidad no es unicamente un problema de origen femenino



sino de pareja, se ha reportado que el 15% de las parejas presentan
factor de infertilidad atribuible a ambos (Barten, 1998). Hasta hace poco
tiempo no se tomaba conciencia de la importancia del factor masculino en
la infertilidad de la pareja. Estudios epidemiolégicos actuales determinan
que el vardn es responsable de infertilidad en forma exclusiva o
compartida (Hull, 1985; Vanrell et al., 2000; Remohi et al., 2001). Se
estima que el factor masculino ocupa un 30-50% de los casos de
infertilidad, caracterizandose por la presencia de alteraciones en el
volumen, la concentracién, la motilidad o la morfologia espermatica, estos
factores pueden encontrarse en forma aislada o combinada (Brugh et al.,
2003).

Las causas que originan infertilidad masculina, pueden ser: pre-
testiculares, testiculares y post-testiculares. Las pre-testiculares o
endocrinas, estan asociadas a la regulaciéon hormonal, y son las
responsables del 10% de infertilidad en el hombre, de la siguiente
manera: el hipotalamo libera una sustancia conocida como hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), que estimula a la hipdfisis a
secretar otras dos hormonas, la foliculo estimulante (FSH) y la hormona
estimulante de células intersticiales o de Leyding (HECI), las cuales
estimulan a los testiculos para producir la testosterona, y llevar a cabo la
formacion de espermatozoides. Las enfermedades que afectan el
hipotalamo o a la hipofisis conducen a una baja produccion de
espermatozoides (oligozoospermia), a no produccién (azoospermia), y se

le denomina hipogonadismo hipogonadotropico (Gonzalez, 2005).

El 55 % de los casos de infertilidad masculina, son debido a causas
testiculares, es decir, fallas del propio testiculo en la produccion de
espermatozoides, entre ellas se encuentran: anomalias genéticas que
representan aproximadamente el 6 %, observandose en los pacientes con

azoospermia entre 10 a 15% anomalias del cariotipo. La falta de



descenso de los testiculos o criptorquidia, constituyen el 2% de las
causas testiculares, mientras que el varicocele se encuentra en el 30% de
los varones infértiles; los mecanismos implicados en esta falla testicular
son: aumento de la temperatura intraescrotal, reflujo de metabolitos
renales y adrenales, disminucién del flujo sanguineo e hipoxia; en estos
pacientes el espermatograma presenta disminucion de la concentracion
espermatica en 65% de los casos, y mas del 15% de anormalidades
morfolégicas, con predominio de espermatozoides amorfos y células
germinales inmaduras. La infeccion viral al testiculo (orquitis), por paperas
(parotiditis) o por bacterias en infecciones urinarias, ademas de los golpes
y lesiones graves del testiculo  (traumatismo), asi como, la exposicion al
calor, quimioterapia y radioterapia, conducen también a infertilidad de

causa testicular (Poirot y Cherruau, 2005).

Por otro lado, las causas post-testiculares, se refieren a aquellos
problemas de obstruccién de los conductos a través de los cuales los
espermatozoides son llevados hasta las vesiculas seminales, en donde
contribuyen a formar el liquido seminales, en donde contribuyen a formar
el liquido seminal y de alli a la uretra a través de la prostata para dar lugar
al semen. Estas obstrucciones pueden deberse a malformaciones
congénitas, infeccién, cirugia (post-vasectomia) y traumatismos.
Representan aproximadamente el 7% de los casos de infertilidad en el
hombre, y su importancia radica en que contribuyen una causa

potencialmente curable con cirugia (Teppa y Palacios, 2004).

Una causa frecuente de infertilidad masculina es el dafio producido
por procesos infecciosos. El tracto genital masculino esta colonizado por
bacterias comensales como Staphylococcus epidermidis, difteroides vy
algunas especies de Streptococcus. Sin embargo, un numero de
infecciones del tracto genital son establecidas como causantes de

infertilidad masculina. Su fisiopatologia involucra dafio de los tubulos



seminiferos u obstruccion del paso del esperma a epididimo o conductos
eyaculadores. En adicion algunos microorganismos tienen un impacto

desfavorable en la calidad del semen (Comhaire et al., 1980).

Dentro de los factores biolégicos, la infeccion del aparato
genitourinario aporta el 41,45 + 28,55% del total de las causas de
infertilidad masculina (Barten, 1998.; Ravolamanana et al., 2003). Las
infecciones bacterianas y virales del tracto genital masculino son un factor
etiolégico importante en la infertilidad masculina, ya que afectan sitios
anatémicos relacionados con el aparato reproductor masculino (testiculo,
epididimo, glandulas accesorias y conductos eyaculadores), conduciendo
al deterioro de los diferentes estadios de la espermatogénesis, afectando
la producciéon y la calidad del semen (Huwe et al., 1998.; Hales et al.,
1999).

Las alteraciones bioquimicas generadas en los procesos infecciosos
producen un medio ambiente poco propicio para el espermatozoide,
alterando el proceso de fertilizacion (Kohn et al, 1998). La
bacteriospermia en el varon infértil sigue siendo incierta ya que estos
pacientes cursan asintomaticos. Entre los patégenos que se reportan con
mayor frecuencia en los cultivos seminales esta la Chlamydia trachomatis
(De Jong et al., 1988) y Ureaplasma urealyticum (Smith et al., 1994), pero
aun no se ha logrado dilucidar el efecto de estos agentes infecciosos
sobre la motilidad y la capacidad de la fertilizacién en el espermatozoide
(Cortesse et al., 1987; Talkington et al., 1991) aunque se ha propuesto
que el Ureaplasma urealyticum incrementa la produccion de radical
superoxido, el cual disminuye la capacidad de fertilizacion del
espermatozoide (Rose y Scott, 1994). Ureaplasma urealyticum y
Mycoplasma hominis infectan el tracto genital masculino en 10-40% de los
hombres infértiles (Keck et al., 1998).



En las ultimas décadas se ha registrado un incremento en las
infecciones del tracto genital femenino y masculino por Chlamydia
trachomatis y Ureaplasma urealyticum, gérmenes trasmitidos por contacto
sexual y responsables de casi el 60% de las uretritis no gonocdcicas
(Hellstrom y Neal, 1992).

En México se ha reportado la presencia de Mycoplasma hominis en
el 24.2% de los pacientes infértiles, ésta se asocia a disminucién de
87.5% en la motilidad espermatica y con 98.8% de alteraciones

morfologicas (Rojas-Retiz et al., 2001).

El propdsito del presente estudio es estudiar la calidad espermatica
de los pacientes masculinos que asisten a la Unidad de Fertilidad
(FERTILAB) de la clinica Santa Rosa con el fin de saber que porcentaje
de hombres infértiles existen en la poblacion muestreada, ademas que
consecuencia traeria el aislamiento de gérmenes bacterianos y la
presencia de Chlamydia trachomatis en la calidad del semen, para de
esta manera contribuir al esclarecimiento diagnostico de aquellos

individuos con problemas de infertilidad sin causa aparente.



METODOLOGIA

1. Poblaciéon

La poblacion en estudio estuvo conformada por 105 individuos con
edades comprendidas entre 21 y 61 afos, que asistieron al laboratorio de
fertiidad de la Clinica Santa Rosa, de la Ciudad de Cumana, estado
Sucre, entre los meses de Agosto del 2007 hasta agosto de 2008, con
indicacion de estudio de perfil androlégico (espermatograma,
determinaciéon de Chlamydia trachomatis IgA e IgG en suero y
espermocultivo). Los espermatogramas normales se rigieron segun los

criterios establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

A cada individuo se le indicé mediante un instructivo, las normas
para la toma de muestra de semen, y se le entregd un recolector de boca
ancha para la misma. Y se le solicito consentimiento escrito de inclusion
en el estudio (anexo1). Se le aplicd una encuesta sobre datos personales
y de interés, referente a: Nombre, edad, fecha, dias de abstinencia
sexual, hora de recoleccién de la muestra, tiempo de exposicion y
antecedentes clinicos como: presencia de varicocele, epididimitis,
prostatitis entre otros, dando asi por cumplido las normas establecidos por
la OMS (Anexo 2). Para esta investigacion se excluyeron los pacientes

con problemas de varicocele.

2. Muestras

Las muestras de semen fueron tomadas por masturbacién con un

periodo de abstinencia sexual de 3 a 5 dias, estas se identificaron con los

datos personales y fueron transportadas a temperatura ambiente al



laboratorio de Fertilab Oriente para su procesamiento, siguiendo las
pautas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1999).

3. Andlisis del liqguido seminal

3.1. Determinacion del aspecto, consistencia, pH y volumen del

semen

Los liquidos seminales se sometieron a una evaluacidn
macroscopica realizada a temperatura ambiente, siguiendo las pautas de
al OMS. El aspecto de las muestras se evalué mediante inspeccién visual
a temperatura ambiente, observando sus caracteristicas y clasificandolas
como opalescentes, ligeramente opalescentes y cristalina, anotando
ademas el tiempo de licuefaccion, el cual se determind luego de un
periodo entre 20 y 30 minutos, evidenciandose por la desintegracion de
coagulos de fibrina presentes en el semen por accién enzimatica
(aminopeptidasas y pepsinas). El color del semen, normalmente varia de

blanco amarillento a blanco grisaceo.

La filancia o viscosidad se determind, mediante la introduccion de un
aplicador de madera en la muestra, observando la longitud del filamento
que se forma al retirarlo; clasificando en normal y aumentada,
dependiendo de si la longitud del flamento midié hasta 2 cm, o si super6

los 2 cm de longitud, respectivamente.

Para la determinacion del pH, se extendié con uniformidad una gota
de semen sobre papel indicador (cintas de pH a intervalos de 6,5 a 9,2) y
a los 30 segundos se comparé con la escala de calibracion para
determinar su valor. El volumen normal de eyaculado varia entre 2 a 4 ml,

y este se mide, aspirando toda la muestra con una pipeta graduada.



Determinacion de la calidad espermatica (concentracién, motilidad,

viabilidad y morfologia)

La concentracion y la motilidad se evalu6 en un volumen fijo de 10 pl
de semen, vertidos con una micropipeta sobre una camara de Makler
limpia con su respectivo cubreobjeto circular, obteniéndose un preparado
de una profundidad de aproximadamente 10 micrometros, la cual permite
que los espermatozoides sean observados en un unico plano focal.
Posteriormente, se examin6 el preparado con el objetivo de 40X y se
rastreé sistematicamente 10 cuadrados de la camara en un microscopio
Optico de contraste de fases, tomando en cuenta aquellos
espermatozoides que se encontraban en el interior del cuadrado, asi
como aquellos que limitaban los bordes superior e izquierdo. Una vez que
se obtuvo la cantidad de espermatozoides contados, se procedido a
multiplicar ese numero por el factor 10°% de esta manera se hallé el
numero de espermatozoides por mililitro de muestra (Pomerol y Arrondo,
1994).

Los pacientes fueron clasificados como normozoospérmicos, si la
concentracion espermatica fue mayor o igual a 20 millones/ml;
oligozoospérmicos, si fuese menor de 20 millones/ml; astenozoospermia,
cuando el numero de espermatozoides moviles con desplazamiento es
inferior al 50 % vy azoospérmicos, si no hubo espermatozoides.
Posteriormente, utilizando la camara de Makler, se valor6 la motilidad de
cada espermatozoide encontrado, clasificandose segun las siguientes
categorias: categoria a, denominados también como motilidad activa de
grado 3(+++); si el movimiento espermatico de traslacion es rapido,
rectilineo y cuantitativamente mas importante que el desplazamiento
lateral de la cabeza; categoria b, denominamos también como motilidad
activa de grado 2 (++); si el movimiento espermatico de traslacion es

progresivo, pero cuantitativamente menos que en la motilidad activa de
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grado 3 y con frecuencia no rectilineo; categoria ¢ denominados también
como motilidad activa de grado 1 (+); si el movimiento de traslacidén es
minimo o inexistente y amplitud semejante al desplazamiento lateral de
cabeza y cola; y categoria d, también conocido como, motilidad de grado
0 (0); cuando los espermatozoides se encuentran inmoéviles (Remohi et
al., 2003).

La viabilidad se determind, agregando 10 yl de semen fresco a una
cantidad de 0,9 ml de solucién de NaCl al 0,45% en un tubo de ensayo.
Se mezclé aproximadamente unos 30 segundos y posteriormente se
suspendié 10 ul de esta preparacion sobre una lamina con su respectivo
cubreobjetos de 22 x 22 mm. Antes de ser observado, se dejo reposar
durante al menos un minuto, con la ayuda de un microscopio optico con
un aumento de 40X, se observaron las modificaciones de los
espermatozoides a nivel de la cola, los cuales mostraron diversos grados
de hinchamiento. Aquellos espermatozoides que no sufrieron

modificaciones fueron tomados como negativos (OMS, 1999).

Para el estudio morfolégico se colocd una gota de semen licuado
entre 2 cubreobjetos, limpios y desengrasados. Se hizo el extendido de la
preparacion separando las laminillas, se dejé secar al aire y se fijé6 con
metanol. Se colore6 con hematoxilina de Harris durante aproximadamente
30 minutos y se lavd con agua, una vez seco Yy utilizando aceite de
inmersion, se fijo el extendido coloreado sobre un portaobjeto para su
observacion con el objetivo de inmersion. Las anomalias presentes, se
clasificaron siguiendo la técnica estricta de Kruger; segun las
caracteristicas morfolégicas de la cabeza, pieza intermedia y cola de 100

espermatozoides analizados (Kruger et al., 1987).
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3.2. Procesamiento de las muestras para espermocultivo

A las muestras de semen obtenidas se les realizaron la técnica de
coloracion de Gram (Huccker y Coon, 1923), la cual permitid observar la

morfologia celular y afinidad tintorial hacia los géneros en estudio.

La busqueda de gérmenes patdgenos urogenitales se realizd
mediante la utilizacion del A. F. GENITAL SYSTEM (Anexo 3), la cual es
un sistema de 24 pozos que contienen substrato bioquimico para la
identificacion presuntiva de microorganismos procedentes de muestras
urogenitales. El sistema facilita también una evolucidon semicuantitativa de
la presencia de micoplasmas urogenitales (Micoplasma hominis vy
Ureaplasma urealyticum). Para tal fin, se abrié una ampolla de solucién
fisiologica contenida en el kit, luego se tomo6 0,2 ml de la muestra de
semen y se mezclo con la solucion fisioldgica, se agitod y luego se esperd
por espacio de 5 minutos antes de la inoculacion. De dicha mezcla se
tomaron 0,2 ml (4 gotas) y se transfirieron a cada uno de los 24 pozos que
contiene el sistema. Posteriormente, se cubrieron con tres gotas de aceite
de vaselina todos los pozos excepto los pozos 16, 17, 18, 20, 21, 22 y 23,
correspondiente a: Escherichia coli, Proteus spp/ Providencia spp,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Neisseria gonorrhoeae y
Streptococcus agalactiae, respectivamente. Luego se cubrid el sistema
con la tapa e incub6 a 36 + 1 ° C por 18-24 horas. En caso de sospechar
la presencia de Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum, se dejé
por 24 horas mas, en las mismas condiciones de incubacion.
Posteriormente, se observo el viraje de color en cada uno de los pozos;
de haber cambios en la coloracién, se tomaron una pequefia porcién y se
sembraron en los medios de cultivos apropiados para cada género (agar
sangre, agar manitol salado y agar MacConkey), luego se incubaron a 36
+ 1°C por 18-24 horas.
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Conjuntamente con el sistema, se procedi6 a realizar la siembra de
la muestra de semen en medios de cultivos: agar sangre, agar manitol
salado y agar MacConkey, y se incubaron a 36+ 1 ° C por 24 horas en
condiciones de microaerofilia el agar sangre y en aerobiosis el agar

manitol salado y MacConkey (Koneman et al., 2004)

3.3. Identificacion bioquimica

Para la identificacion de los diferentes géneros bacterianos
obtenidos por medio del sistema, se utilizaron las siguientes pruebas
bioquimicas segun técnicas descritas por Mac Faddin (2002) y Koneman
et al (2008).

3.4. Identificaciéon del genero Staphylococcus

Se verificaron las caracteristicas morfologicas de las colonias en
agar sangre sospechosas de Staphylococcus y se tomaron varias de ellas
para ser resembradas en agar nutritivo, y luego incubadas a 36+ 1 ° C

por 24 horas en condiciones de aerobiosis.

3.5. Prueba de la catalasa

Para evidenciar la produccion de esta enzima, se tomd una colonia
sospechosa procedente del agar nutritivo con un palillo de madera y se
coloco en la superficie de una lamina portaobjeto, luego se agreg6 una
gota de perdxido de hidrogeno al 3 %. La formacion de burbujas fue
considerada como una prueba positiva. Esta prueba se utilizd para
verificar la produccion de la enzima catalasa, la cual se encarga de
descomponer el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno, permitiendo
diferenciar el género Staphylococcus (catalasa positiva) de los géneros

Streptococcus y Enterococcus (catalasa negativa).
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3.6. Fermentacion de manitol

Se inoculé mediante estrias la colonia sospechosa en el medio
manitol salado y se incubd a 36+ 1 °C por 24 horas en condiciones de
aerobiosis. La concentracién extremadamente alta de sal presente en el
medio, sélo permite el crecimiento de microorganismos tolerantes a ellas,
entre los que se encuentran los del género Staphylococcus. El desarrollo
bacteriano en este medio, sirve como indicativo de la presencia de

Staphylococcus.

3.7. Prueba de la coagulasa

Se suspendio una pequefa porcion de la colonia del microorganismo
en estudio, en un tubo que contenia 0,5 ml de plasma citratado. El tubo
fue incubado aproximadamente a 37 °C durante 4 horas y se procedio a
observar si se formé el coagulo inclinando ligeramente el tubo. Si en ese
momento no se observd coagulo, se reincubd el tubo a temperatura
ambiente y la lectura se realizé a las 18 horas. Esta prueba se utilizé para
diferenciar e identificar = Staphylococcus coagulasa positiva de los

Staphylococcus coagulasa negativa.

3.8. Identificacidn de los géneros Streptococcus y Enterococcus

Se verificaron las caracteristicas morfologicas de las colonias en
agar sangre sospechosas de Streptococcus y Enterococcus y se tomaron
varias de ellas para ser resembradas en agar nutritivo, y luego incubadas
a 37 ° C por 24 horas en condiciones de microaerofilia. Se realizé la
prueba de catalasa y se verificd que fueran catalasa negativa, luego se
realizaron las siguientes pruebas bioquimicas para la identificacion de las

especies:
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3.9. Prueba de bilis-esculina

Se tomaron de 2 a 3 colonias del medio de aislamiento primario con
un asa de platino y luego se inoculd la superficie del agar bilis esculina
inclinado. Se incubd el medio a 37 ° C por 24 horas en condiciones de
microaerofilia (3-6% de CO,). Posteriormente se observo la presencia de
un ennegrecimiento en el medio, lo que indica la positividad de la prueba.
Esta prueba se basa en la capacidad que tiene ciertas bacterias de
hidrolizar el glucésido esculina a esculetina y glucosa en presencia de
bilis. Ayuda en la identificacion y diferenciacion de las especies de
Enterococcus del grupo D y las especies de Streptococcus del grupo D

no enterococcico de otros estreptococos que no son del grupo D.

3.10. Prueba de tolerancia de crecimiento en 6,5% de cloruro de
sodio (NaCl)

Esta prueba se realizé tomando 2 a 3 colonias de la cepa
sospechosa con un asa de platino, luego se inocul6 en un tubo con caldo
de infusién cerebro corazén, adicionando una concentracion de 6,5 % de
cloruro de sodio y se incubd en una estufa por 24 horas a 37 ° C. Si el
medio se torné turbio, indicd crecimiento y una prueba positiva, si se
mantuvo igual la prueba se consider6 como negativa. Esto permite
comprobar la capacidad que tienen los microorganismos de crecer en
presencia de cloruro de sodio al 6,5 , diferencia las especies
Enterococcus de los Streptococcus grupo D.

3.11. Prueba de CAMP
Esta prueba se realiza efectuando una siembra unica de los

estreptococos en agar sangre perpendicular a una inoculacion de

Staphylococcus aureus productora de R-lisina, luego se incuba a 37 ° C
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por 24 horas en condiciones reducidas en oxigeno. Esto permite
diferenciar e identificar de manera presuntiva cepas humanas de

Streptococcus agalactiae del grupo B de otras especies de Streptococcus.

3.12. Prueba de hidrdlisis del hipurato

Inocular un tubo de hipurato de sodio con el microorganismo en
estudio, incubar a 37 ° C durante 20 horas o mas. Se centrifuga el medio y
se pipetea 0,8 ml del sobrenadante y se agrega en un tubo limpio.
Posteriormente se agregé 0,2 ml de reactivo de cloruro férrico y se
mezcld. Una prueba positiva se evidencia por un precipitado denso dentro
de los 10 minutos. Esto permite la diferenciacién de Streptococcus R-
hemolitico del grupo B (S. agalactiae) de especies humanas de

Streptococcus R-hemolitico.

3.13. Identificacién de los bacilos Gram negativos

3.13.1. Prueba de la oxidasa

Se impregné un papel de filtro con unas gotas del reactivo
tetrametilparafenilendiamina y Iluego se tom6 una colonia del
microorganismo en estudio procedente del agar nutritivo y se coloco en el
papel. Se esperd un tiempo de 10 segundos y al aparecer un color
morado (en el sitio donde fue colocada la colonia) indicé un resultado
positivo para la prueba, el cual permitio identificar géneros como
Pseudomonas (oxidasa positiva), y un resultado negativo pertenecientes a

la familia Enterobacteriaceae (oxidasa negativa).

3.13.2. Fermentacion de carbohidratos

En tubos con el medio con hierro de Kligler (KIA), solidificado en
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bisel, se procedié a realizar la siembra por puncion y estria de la colonia
sospechosa. Se dejo incubar a 37 ° C durante 24 horas. Este medio
permite la diferenciacién de los bacilos Gram negativos, tomando en
cuenta la capacidad de fermentar o no la glucosa y lactosa, asi como la

produccion de acido sulfhidrico (H2S) y gas.

La interpretacion de la lectura del medio indico fermentacion,
presencia de burbujas indicé formacion de gas y ennegrecimiento del

medio la produccion de acido sulfhidrico.

3.13.3. Utilizacion de citrato

En tubos con el medio solidificado en bisel, se procedi6 a realizar la
siembra por estria de la colonia sospechosa en la superficie del medio y
luego se incubo6 a 37 ° C durante 24 horas. Esta prueba se utilizé para
determinar si la bacteria es capaz de utilizar el citrato como unica fuente
de carbono y las sales de amonio como unica fuente de nitrégeno para el
metabolismo, provocando asi la alcalinidad del medio; y por lo tanto, viraje
azul oscuro del indicador de pH azul de bromotimol (prueba positiva).
También se considerd la prueba positiva al observar el crecimiento de

bacterias en la superficie del agar sin cambio de color en el medio.

3.13.4. Descarboxilacion de la lisina

Se procedié a inocular por puncién y estrias una colonia sospechosa
en el medio Lisina Hierro Agar (LIA), luego se incubd a 37 ° C durante 24
horas. Esta prueba se utilizé con la finalidad de determinar la capacidad
de la bacteria de producir la enzima lisina descarboxilasa capaz de atacar
aminoacidos hasta amina que elevan el pH del medio y hacen virar el
indicador purpura de bromocresol a purpura intenso, considerando la

prueba positiva.
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3.13.5. Hidrdlisis de la urea

La colonia sospechosa fue inoculada en tubos que contenian agua
peptonada y a los que se les agregd 3 a 4 gotas del reactivo de urea.
Posteriormente, los tubos fueron incubados a 37 ° C por un tiempo de 24
horas. Esta prueba se utiliz6 con la finalidad de determinar la capacidad
de la bacteria para sintetizar la enzima ureasa capaz de hidrolizar la urea
en dos moléculas de amoniaco, las cuales en solucidon acuosa reaccionan
para formar carbonato de amonio, que provoca la alcalinizacién del medio
y por lo tanto el viraje de color del indicador rojo de fenol a fucsia,

considerando la prueba positiva.

3.13.6. Rojo de metilo

Se procedio a realizar la inoculacién de la colonia sospechosa en
tubos que contenian caldo Rojo de Metilo-Voges Proskauer (RMVP) y que
luego fueron incubados a 37 ° C durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se le agregdé a cada tubo 3 gotas del reactivo rojo de metilo,
considerandose la prueba positiva cuando se mantenian un anillo de color
rojo en el medio y por el contrario la prueba es negativa si habia un viraje
del indicador de rojo a amarillo. Con esta prueba se pudo determinar si la
bacteria utilizé la via de los acidos mixtos o la via de butilenglicol para

degradar la glucosa presente en el medio.

3.13.7. Determinacién de indol-motilidad y Descarboxilacién de la ornitina

En tubos que contenian el medio solidificado, se procedié a inocular
la colonia sospechosa y posteriormente fueron incubados a 37 ° C durante
24 horas. Esta prueba se utilizé para determinar la motilidad del
microorganismo; la produccion del indol y la produccion de la enzima

ornitina descarboxilasa por parte de la bacteria. La motilidad se evidencio
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mediante la turbidez del medio a partir de la linea de puncion. La
produccion de indol se bas6 en la formacion de un complejo de color rojo
en la superficie del medio, cuando el triptéfano es degradado por la
enzima triptofanasa, obteniéndose indol, el cual reacciona con el aldehido
del p- dimetil aminobenzaldehido, producto quimico activo del reactivo de
Kovacs. La produccion de la enzima ornitina descarboxilasa la cual es
capaz de reaccionar con la porcion carboxilo (COOH) de la ornitina
formando aminas de reaccion alcalina que elevan el pH y hacen virar el
indicador purpura de bromocresol a purpura intenso, considerandolo

positivo.

3.13.8. Utilizacion del malonato

Se inocul6 una colonia en caldo malonato y se incub6 a 37 ° C por
24 horas, para determinar la capacidad de un microorganismo de utilizar
el malonato de sodio como unica fuente de carbono y el sulfato de amonio
como unica fuente de nitrogeno produciendo un aumento de la alcalinidad
o formacion de hidroxido de sodio (NaOH). La aparicion de un color azul

indicaba una prueba positiva.

3.13.9. Fenilalanina desaminasa

En el tubo que contenia el agar solidificado, se inoculd el pico de
flauta con una colonia del microorganismo aislado en cultivo puro de agar
MacConkey. Después de incubacion a 37 ° C durante 24 horas, se
agregaron 4 a 5 gotas de cloruro férrico directamente a la superficie del
agar. La aparicidén inmediata de un intenso color verde, indica la presencia

de acido fenilpiravico y una prueba positiva.
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4. Determinacion de anticuerpos monoclonales IgA anti Chlamydia

trachomatis

4.1. Obtencion de la muestra

A cada paciente se le extrajo un volumen entre 5 y 7 ml de sangre
de la vena cubital media con jeringa estéril y previa antisepsia. Las
muestras se colocaron en tubos secos y estériles, se centrifugaron a 3
000 rpm durante 10 minutos para la obtencion del suero (Hamilton y
Rose, 1985).

La determinacion seroldgica de anticuerpos IgA se realizé haciendo
uso de un kit de InmunoComb II Chlamydia trachomatis monovalente IgA
de Orgenics (anexo 4). La prueba se basa en un ensayo
inmunoenzimatico indirecto de fase solida (EIA), a través del cual
determind semicuantitativamente la presencia d anticuerpos contra C.
trachomatis en suero, para ello se emplearon bandejas de desarrollo
proporcionadas por el kit, que permitieron realizar varias determinaciones

simultaneamente (Clad et al., 1994).

El mecanismo principal de InmunoComb Il Chlamydia trachomatis
monovalente IgA, es un peine de 12 proyecciones (dientes), cada uno
sensibilizado en dos areas reactivas; un area superior con
inmunoglobulina humana (control interno), y un area inferior con
antigenos inactivados de C. trachomatis, los cuales forman un complejo
coloreado al ser incubados con suero de pacientes con anticuerpos IgA
anti C. trachomatis (Black, 1997) (anexo 5).
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4.2. Técnica

La bandeja de desarrollo, fue incubada previamente a 37 ° C durante
20 minutos y luego se agitd vigorosamente antes de usarla.
Posteriormente, se diluyeron 25 yl de cada uno de los sueros y de los
controles con 75 ul de solucién diluyente (anexo 6). Luego, se dispensoé
25 ul de cada uno de los sueros diluidos en cada uno de los pocillos A de
la bandeja de desarrollo, se insertaron los peines proporcionados por el kit
en los respectivos pocillos, y se incubd durante 60 minutos a 37 ° C;
transcurrido el tiempo, se procedid a realizar el lavado de los peines
agitando durante el curso de dos (2) minutos, perforando los pocillos

correspondientes a la fila B, los cuales disponen de solucion de lavado.

Posteriormente, se inserté en la fila C y se incubé durante 20
minutos a la misma temperatura, en donde se obtuvo la unién del
conjugado. Siguiente a esto, se insertaron los peines en la fila D y E para
realizar un segundo y tercer lavado aplicando el mismo procedimiento de
lavado, y se insertaron en la fila F incubandose durante 10 minutos; por
ultimo, se procedié a la deteccidén de la reaccion colocando nuevamente
los peines en la fila E durante 1 minuto y se procedi6 a leer los resultados

de la prueba.

Cada peine tiene un control interno, el cual se evidencia con la
formacion de un punto coloreado en el extremo superior, vale la pena
sefalar que es indispensable la formacion de este punto coloreado
independientemente si la prueba es positiva o negativa, ya que indica que
la técnica fue aplicada de manera correcta, o si se encuentra en

condiciones optimas para determinar los anticuerpos IgA.

El umbral de interpretacion de los resultados, se realiz6 haciendo

uso de su reglilla que forma parte de los componentes del kit de reactivos,
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la cual contiene indicadores de titulos de anticuerpos, sefalandolos por
variaciones en la intensidad de color (anexo 7). El resultado del paciente
es obtenido al comparar el punto coloreado formado en el peine con los
mostrados en la reglilla. La aparicion de un punto coloreado en el extremo
inferior del peine con mayor o igual intensidad que el control positivo,
indico la presencia de anticuerpos IgA anti C. trachomatis, con un titulo
igual o mayor a 1:8, ya que se produjo una reaccién entre estos ultimos y
el inmunoreactivo adherido a la fase sodlida, que luego formaron un
complejo con el inmunoreactivo marcado con fosfatasa alcalina, lo que dio
como resultado la proporcionalidad entre la cantidad de color y la cantidad
de anticuerpos presentes en la muestra estudiada; la formacion de una
coloracién de menor intensidad que el del control positivo, o bien, cuando
no hubo coloracion, se considerd el resultado como negativo. A fin de
confirmar el funcionamiento correcto de la prueba y demostrar la validez
de los resultados, se verificd con un control positivo y uno negativo (Clad
et al.,, 1994; Katz et al., 1994). La sensibilidad para la determinacion de
anticuerpos monoclonales IgA anti Chlamydia trachomatis es de 96,0 %
(Clad et al., 1994)

5. Determinacién de anticuerpos bivalentes IgG contra Chlamydia

trachomatis y Chlamydia pneumoniae

La prueba Inmunocomb Chlamydia bivalente IgG es un ensayo
inmunoenzimatico indirecto de fase sdlida. La fase sdlida es un peine de
12 proyecciones (dientes). Cada diente esta sensibilizado entres puntos:
Un punto superior constituido por anticuerpos de cabra contra
inmunoglobulina humana (control interno), un punto medio, la cual
contiene antigenos inactivados de C. pneumoniae y un punto inferior con
antigenos inactivados de C. trachomatis, este punto fue el que se utilizd
para la prueba . La bandeja de desarrollo tiene 6 filas (A-F) de 12 pocillos.
Cada fila contiene una solucién reactiva para ser utilizada en cada etapa

del ensayo. La prueba se realiz6 en etapas, pasando el peine de una fila a
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otra, con un periodo de incubacion en cada etapa.

Al comienzo de la prueba, las muestras de suero se prediluyeron a
1:32 y se agregaron al diluyente en los pocillos de la fila A de la bandeja
de desarrollo. El peine luego fue insertado en los posillos de la fila A. Los
anticuerpos anticlamideos, de estar presentes en las muestras, se unieron
especificamente a los antigenos clamidiales respectivos en los puntos
inferiores del diente. Simultdneamente, las inmunoglobulinas presentes en
las muestras fueron capturadas por la anti-inmunoglobulina humana en el
punto superior. Los componentes no unidos fueron removidos con un
lavado en la fila B. En la fila C, el IgG anticlamideo capturado en el diente
reacciona la IgG anti humana marcado con fosfatasa alcalina (FA). En las
siguientes dos filas, los componentes no unidos fueron eliminados
mediante un lavado. En la fila F, la fosfatasa alcalina unida reacciona con
componentes cromodgenos. Los resultados pueden observarse como
puntos azul grisaceo en la superficie del diente del peine. La prueba
incluye un control positivo (anti-C. trachomatis y anti- C. pneumoniae) y un
control negativo, la cual fue incluido cada vez que se realiz6 la prueba. La
sensibilidad de la prueba para la determinacion de anticuerpos 1gG contra
C. trachomatis fue de 92,9% y la especificidad de 96,6% (Clad et al.,
1994).

5.1. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se presentaron a través de estadistica
descriptiva (tablas y/o graficas). Ademas, se aplicé la prueba de Chi
cuadrado (x?) con un nivel de confiabilidad de 95% (Sokal y Rholf, 1979),
con la finalidad de establecer la asociacion entre la presencia de cultivos
positivos y negativos con los parametros espermaticos y entre la
presencia de anticuerpos IgA e IgG para Chlamydia trachomatis con

cultivo negativo y los indices espermaticos.
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En el presente estudio se evalud la calidad espermatica de los
individuos que acudieron a la Unidad de Fertilidad de la clinica Santa
Rosa, en el periodo agosto 2007 y julio 2008. De los 105 pacientes que
se estudiaron, el 77,14 % presentaron vitalidad espermatica anormal,
observandose también un porcentaje de anormalidad de forma

considerable en parametros espermaticos

RESULTADOS

tales como:

Volumen,

licuefaccidn, viscosidad, pH y concentracion espermatica (Tabla 1)

Tabla 1. Calidad espermatica en pacientes infértiles provenientes de la
Unidad de Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana,

estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Variables Normal % anormal %
Volumen 64 60,95 41 39,05
Licuefaccion 65 61,90 40 38,10
Viscosidad 64 60,95 41 39,05
pH 64 60,95 41 39,05
Concentracion 68 64,76 37 35,24
espermatica

Vitalidad 24 22,86 81 77,14

espermatica

En la tabla 2, se observa el porcentaje de pacientes infértiles con

problemas espermaticos,

oligozoospermia presentan porcentajes elevados, 96,19 % y 32, 38 %

respectivamente.

donde la
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Tabla 2. Parametros espermaticos alterados en pacientes provenientes de
la Unidad de Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana,
estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Parametros Numero de pacientes Porcentaje (%)

espermaticos

Oligozoospermia 34 32,38
Azoospermia 3 2,86
Astenozoospermia 101 96,19
hipospermia 18 17,14

De los 105 pacientes con espermocultivos evaluados, 74 (70,48 %),
presentaron cultivos positivos y 31(29,52 %) mostraron cultivos negativos
(Tabla 3).

Tabla 3. Cultivos positivos y negativos obtenidos en semen de pacientes
provenientes de la Unidad de Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa
Rosa. Cumana, estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Cultivos N° %

Positivos 74 70,48
Negativos 31 29,52
Total 105 100,00

De los pacientes con cultivos positivos, se logré aislar un total de 99
bacterias. En la tabla 4, se evidencia la frecuencia de aislamiento de las
distintas especies bacterianas encontradas. Enterococcus faecalis, fue la
especie hallada con mayor frecuencia, con 40 (40,40%) aislamientos,
seguido en segundo orden por Staphylococccus coagulasa negativa con
17(17,17%). Ureaplasma urealyticum y Escherichia coli, ocuparon el
tercero y cuarto puesto de aislamientos, con 16(16,16%) y 10(10,01%),

respectivamente.
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Tabla 4. Frecuencia de bacterias en espermocultivos de pacientes
provenientes de la Unidad de Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa
Rosa. Cumana, estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Géneros Numero de Porcentaje (%)
aislamientos
Enterococcus faecalis 40 40,40
Staphylococccus coagulasa 17 17,17
negativa
Ureaplasma urealyticum 16 16,16
Escheriachia coli 10 10,01
Klepsiella pneumoniae 5 5,05
Proteus mirabilis 3 3,03
Enterobacter aerogenes 2 2,02
Staphylococcus coagulasa 2 2,02
positiva
Klebsiella oxytoca 1 1,01
Enterobacter cloacae 1 1,01
Citrobacter freundii 1 1,01
Micoplasma hominis 1 1,01
Total 99 100,00

En la tabla 5, se observa la asociacion entre los cultivos positivos y
negativos con la concentracion espermatica de los pacientes estudiados,
donde se encontré que no existe asociacion estadisticamente significativa

entre las variables estudiadas (x* = 0,23; p> 0,05)
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Tabla 5. Asociacidn entre la presencia de cultivos positivos y negativos y
la concentracion espermatica, de pacientes provenientes de la Unidad de
Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado
Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Concentracion  Cultivo % Cultivo % Total Total
espermatica  positivo negativo (%)
Normal 49 46,67 19 18,10 68 64,77
Anormal 25 23,81 12 11,42 37 35,23
Total 74 70,48 31 29,52 105 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)

x> =0,23 ns

Al asociar la presencia de cultivos positivos y negativos con la
concentracion espermatica de los pacientes estudiados, se pudo observar
que no se encontré asociacion estadisticamente significativa (x* = 0,22; p
> 0,05). Es importante sefalar que de los 74 cultivos positivos obtenidos
del espermocultivo, 58(55,24%) correspondieron a wuna vitalidad

espermatica anormal (Tabla 6).

Tabla 6. Asociacion entre la presencia de cultivos positivos y negativos y
la vitalidad espermatica, en pacientes provenientes de la Unidad de
Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado
Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Vitalidad Cultivo % Cultivo % Total Total
espermatica positivo negativo (%)
Normal 16 15,24 8 7,62 24 22,86
Anormal 58 55,24 23 21,90 81 77,14
Total 74 70,48 31 29,52 105 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
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x*>=0,22 ns

En la tabla 7 se puede observar que no existe asociacion
estadisticamente significativa (x> = 0,002; p > 0,05) entre la presencia
de cultivos positivos y negativos con el volumen espermatico presente en
los pacientes estudiados. Ademas se muestra que de los 74 cultivos
positivos encontrados en el semen de los pacientes estudiados,

29(27,62%) presentaron volumenes espermaticos anormales.

Tabla 7. Asociacion entre la presencia de cultivos positivos y negativos y
el volumen espermatico, en pacientes provenientes de la Unidad de
Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado
Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Volumen Cultivo % Cultivo % Total Total
espermatico  positivo negativo (%)
Normal 45 42,86 19 18,10 64 60,96
Anormal 29 27,62 12 11,42 41 39,04
Total 74 70,48 31 29,52 105 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
x%> = 0,002 ns

En la tabla 8 se muestra la asociacidn entre la presencia de cultivos
positivos y negativos con la licuefaccion del semen de los pacientes
muestreados, donde se puede observar, segun la prueba de Chi cuadrado
(x?), que no hubo diferencia estadisticamente significativa (x* = 0,007; p >
0,05). De un total de 74 cultivos positivos encontrados, 28 (26,67%)

correspondieron a pacientes con licuefaccion espermatica anormal.

28



Tabla 8. Asociacion entre la presencia de cultivos positivos y negativos
con la licuefaccién del semen, en pacientes provenientes de la Unidad de
Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado
Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Licuefaccion  Cultivo % Cultivo % Total Total
positivo negativo (%)
Normal 46 43,81 19 18,10 65 60,96
Anormal 28 26,67 12 11,42 40 38,09
Total 74 70,48 31 29,52 105 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
x% = 0,007 ns

En la tabla 9 se puede observar la asociacion entre la presencia de
cultivos positivos y negativos con la viscosidad del semen de los
pacientes estudiados. Se encontré que no hubo diferencias significativas
entre las dos variables (x> = 0,002; p > 0,05), cuando se aplicé la prueba
de Chi cuadrado (x?). Obteniéndose ademas que, de los 74 cultivos
positivos en el semen, 29(27,62%) correspondieron a viscosidades

anormales.
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Tabla 9. Asociacidn entre la presencia de cultivos positivos y negativos y
la viscosidad del semen, en pacientes provenientes de la Unidad de
Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado
Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Viscosidad  Cultivo % Cultivo % Total Total
positivo negativo (%)
Normal 45 42,86 19 18,10 64 61,96
Anormal 29 27,62 12 11,42 41 39,04
Total 74 70,48 31 29,52 105 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
x% = 0,002 ns

En la tabla 10 se muestra la asociacion entre los cultivos positivos y
negativos en las muestras de semen con respecto al pH presente en los
individuos estudiados, observandose que, de 74 cultivos positivos 29 (27,
62%) presentaron pH anormales, al aplicar la prueba de Chi cuadrado (x2)
no se encontré diferencias estadisticamente significativas (x* =0,002; p >
0,05).

Tabla 10. Asociacion entre la presencia de cultivos positivos y negativos y
el pH del semen, en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad del
laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado Sucre. Agosto
2007- julio 2008.

pH Cultivo % Cultivo % Total Total (%)
positivo negativo
Normal 45 42,86 19 18,10 64 61,96
Anormal 29 27,62 12 11,42 41 39,04
Total 74 70,48 31 29,52 105 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
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X% = 0,002 ns

La figura 1 sefiala los resultados de IgA e IgG anti Chlamydia
trachomatis realizado en 105 muestras de suero, obtenidas de cada uno
de los pacientes infértiles incluidos en el estudio, de los cuales 61
resultaron positivos ocupando un 58,09 % y 44 negativos representando
un 41, 91 %.

58, 09%
41, 91% HigA e 19G positivo

.IgA e 1gG negativo

Figura 1. Distribucion porcentual de resultados positivos y negativos para
anticuerpos IgA- IgG anti Chlamydia trachomatis de pacientes de
pacientes masculinos infértiles provenientes de la Unidad de Fertilidad del
laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado Sucre. Agosto
2007- julio 2008.

El analisis estadistico aplicado para asociar la presencia de
anticuerpos IgA e IgG anti-Chlamydia trachomatis en pacientes con cultivo
negativo, con respecto a la concentracion espermatica, demostré que no
existe asociacion estadisticamente significativa (x> = 0,16; p > 0,05)
(Tabla 11).
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Tabla 11 Asociacion entre la presencia de anticuerpos IgA e IgG para
Chlamydia trachomatis con cultivo negativo y la concentracién
espermatica, en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad del
laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado Sucre. Agosto
2007- julio 2008.

Concentracion  IgA e IgG % IgA e IgG % Total Total (%)

espermatica positivo negativo
Normal 13 41,94 6 19,35 19 61,29
Anormal 8 25,81 4 12,90 12 38,71
Total 21 67,75 10 32,25 31 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
x> =0,16 ns

Al asociar la presencia de anticuerpos IgA e IgG anti-Chlamydia
trachomatis en pacientes con cultivo negativo, en comparacion con la
vitalidad espermatica, se encontré que el grupo mas afectado fue el que
presentaba vitalidad espermatica anormal con presencia de anticuerpos
IgA e IgG positivo (54,84%), pero no existio asociacion estadisticamente
significativa (x* = 0,23 ; p > 0,05) (Tabla 12)

Tabla 12. Asociacion entre la presencia de anticuerpos IgA e IgG para
Chlamydia trachomatis con cultivo negativo y la vitalidad espermatica, en
pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad del laboratorio de la
Clinica Santa Rosa, Cumana, estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Vitalidad IgA e IgG % IgA e IgG % Total Total (%)
espermatica positivo negativo
Normal 4 12,90 2 6,45 6 19,35
Anormal 17 54,84 8 25,81 25 80,65
Total 21 67,74 10 32,26 31 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
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x*>=0,23 ns

Cuando se asoci6 la presencia de anticuerpos IgA e IgG para
Chlamydia trachomatis con cultivo negativo y el volumen espermatico, se
observd que al aplicar el analisis estadistico Chi cuadrado, se encontrd
que no hubo asociacién estadistica significativa (x> = 0,39; p > 0,05)
(Tabla 13)

Tabla 13. Asociacion entre la presencia de anticuerpos IgA e IgG para
Chlamydia trachomatis con cultivo negativo y el volumen espermatico, en
pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad del laboratorio de la
Clinica Santa Rosa, Cumana, estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Volumen IgA e % IgA e % Total Total
espermatico IgG IgG (%)
positivo negativo
Normal 13 41,94 5 16,13 18 58,07
Anormal 8 25,80 5 16,13 13 41,93
Total 21 67,74 10 32,26 31 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)
2 _
X =0,39 ns
Al asociar la presencia de anticuerpos IgA e IgG para Chlamydia
trachomatis con cultivo negativo y la licuefaccidon del esperma, se

encontré que no hubo asociacién estadisticamente significativa, al aplicar
la prueba de Chi cuadrado (x* = 0,39; p > 0,05) (Tabla 14).
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Tabla 14. Asociacion entre la presencia de anticuerpos IgA e IgG para
Chlamydia trachomatis con cultivo negativo y la licuefaccion del semen,
en pacientes provenientes de la Unidad de Fertilidad del laboratorio de la
Clinica Santa Rosa, Cumana, estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

Licuefaccion IgAe % IgA e % Total Total
IgG IgG (%)
positivo negativo
Normal 13 41,94 7 22,58 20 64,52
Anormal 8 25,80 3 9,68 11 35,48
Total 21 67,74 10 32,26 31 100,00

ns= no significativo, (p > 0,05)

x> =0,39 ns

En los pacientes en que se reportaron espermocultivos negativos, el
80,00% presentd vitalidad espermatica anormal, mientras que en los
positivos a 1 colonia este porcentaje bajo al 65,12%, aumentando luego
cuando desarrollaron 2 tipos diferentes de colonias bacterianas afectando
ésta la vitalidad espermatica, reportandose anormal en el 86,84%,
Siguiendo la tendencia cuando el 85,71% de los espermocultivos positivos
a 3 microorganismos diferentes fue catalogado con vitalidad anormal
(Figura 2)
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Fig. 2. Modificacion de la vitalidad espermatica de acuerdo al numero de
microorganismos reportados en los pacientes provenientes de la Unidad
de Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado
Sucre. Agosto 2007- julio 2008.

De los 9 pacientes en los que se reportd espermocultivo negativo el
88,88% presentd algun grado de astenozoospermia siendo de 22,22%,
44.44% vy 22,22% para los grados leve moderada y severa
respectivamente, el 100,00% de los 42 pacientes que presentaron
desarrollo bacteriano de 1 colonia bacteriana en el espermocultivo, los
espermatozoides presentaron astenozoospermia en diferente grado, leve
(19,05%), moderada (50,00%) y severa (30,95%), los analisis seminales
que coincidian con desarrollo microbiolégico de 2 agentes, la motilidad
siguié disminuyendo considerablemente en el 100,00% de 37 pacientes,
los grados de astenozoospermia para este grupo fue de 2,70%, 51,35% vy
45,95% para leve, moderada y severa respectivamente. De los 13
pacientes con desarrollo de 3 colonias diferentes en el espermocultivo,
presentaron astenozoospermia en diferente grado: leve (7,69%),
moderada (61,54%) y severa (30,77%) (Figura 3).
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Fig. 3 Modificacion de la motilidad espermatica (a+b) con respecto al
numero de microorganismos reportados en los pacientes provenientes de
la Unidad de Fertilidad del laboratorio de la Clinica Santa Rosa, Cumana,
estado Sucre. Agosto 2007- julio 2008.
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DISCUSION

Las enfermedades del tracto reproductivo se han convertido en un
serio problema de salud a nivel mundial, afectando tanto a hombres
como a mujeres, a sus familias y a comunidades enteras. Pueden tener
severas consecuencias, entre ellas, la infertilidad, que tiene variadas
causas, tales como: neuroendocrinas, morfo funcionales, inmunoldgicas,
ambientales, infecciosas, psicolégicas etc. Sélo en la ultima década se ha
empezado a dar importancia a las infecciones como causa de infertilidad
de las parejas, tal vez porque las enfermedades de transmision sexual
han aumentado en la poblacién mundial en forma alarmante, produciendo

patologias que culminan en infertilidad de la pareja (Mufoz, 2000).

Segun algunos estudios epidemiolégicos publicados indican que en
las ultimas décadas la calidad espermatica en diferentes paises del
mundo se esta deteriorando, hoy en dia, no es raro ver o encontrar
hombres jovenes de 20 a 25 afios con eyaculaciones de muy mala
calidad; en el presente estudio se determiné que el 77,17 % de los
pacientes con problemas de fertilidad presentaron vitalidad espermatica
anormal, lo que indica que dicha poblacion esta siendo afectada por
alguna causa, que pudieran ser: alcoholismo, tabaquismo, drogas,
factores ambientales, infecciones entre otras. La Organizacion mundial de
la Salud considera que existe infertilidad masculina cuando hay alteracién
del espermatograma fundamentalmente de la calida seminal, definida por
la concentracibn de espermatozoides, la motilidad, la vitalidad vy
morfologia, asociada a alteraciones propias del liquido seminal ( OMS,
1999).

En un estudio realizado en Meéxico por Rojas et al., (1998)
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encontraron que el 71 % de pacientes infértiles con cultivos positivos para

bacterias, presentaban vitalidad espermatica anormal.

La astenozoospermia y oligozoospermia constituyen las alteraciones
mas frecuentes del semen en los pacientes con infertilidad. Por lo general,
la astenozoospermia es de origen desconocido por lo que también
ocasiona dificultades para su diagndstico y consecuente tratamiento. En
esta investigacion se encontraron porcentajes de astenozoospermia y
oligozoospermia de 96,19% y 32,38%, lo que indica que la poblacién
estudiada tiene un alto porcentaje de estas anomalias, al respecto se
conocié que en un estudio realizado en Peru, entre los afios de 1990 a
1992, especificamente en 242 varones del servicio de andrologia
(Hospital Cayetano Heredia), se encontré que la anomalia mas frecuente
en espermatogramas de varones es la astenozoospermia (33%),
consecuencia probable de wun proceso inflamatorio en el tracto
reproductivo ( Torres y Gonzales, 1995). En 1999 otro estudio en 404
varones del servicio de Andrologia (Hospital Militar Central) concluyé que
la alteraciéon seminal mas frecuente fue la astenozoospermia (64,1%) y en
el recuento de espermatozoide la alteracion mas frecuente fue la

oligozoospermia, que se presentd en el 13 % (Alvizuri, 1999).

En los cultivos bacterianos de los pacientes infértiles estudiados se
encontro un porcentaje de cultivos positivos del 70,48%, esto demuestra
que dichos pacientes se encuentran expuestos a infecciones de este tipo.
En un estudio realizado por Terriquez y Gonzalez (2003) encontraron
resultados muy similares al presente estudio, ellos demostraron en 277
pacientes infértiles evaluados, que el porcentaje de cultivos positivos en
semen para un desarrollo bacteriano de 1 a 4 colonias fueron del 72,4 %,
sin embargo, nuestros resultados difieren de lo reportado por Shalika et al
(1996) quienes encontraron en el semen de 101 pacientes infértiles una

frecuencia de 32% de cultivos positivos, al igual que Rojas et al (1998)
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quienes también reportaron un porcentaje de pacientes con cultivos

espermaticos positivos de un 39 %.

Las infecciones bacterianas del tracto genital masculino es un factor
etiolégico importante en la infertilidad masculina, ya que afectan sitios
anatoémicos relacionados con el aparato reproductor masculino (testiculo,
epididimo, glandulas accesorias y conductos eyaculadores), conduciendo
al deterioro de los diferentes estadios de la espermatogénesis, afectando
la produccién y la calidad del semen (Terriquez y Gonzalez, 2003). Todo
bloqueo de los canales espermaticos, de los conductos seminales o del
tracto urinario es un impedimento para que la esperma sea eyaculado.
Los bloqueos son una causa de infertilidad que ocurren comunmente.
Pueden ser causados por infecciones (incluyendo enfermedades de

transmision sexual — ETS).

La frecuencia de aislamientos bacterianos en semen de pacientes
infértiles mostraron un mayor porcentaje de Enterococcus faecalis con un
40,40 %, seguido de Staphylococcus coagulasa negativa (17,17 %),
Ureaplasma urealyticum (16,16 %) y Escherichia coli con 10,01 %. Al
respecto, en el Centro de Fertilidad de Maryland USA, se realizdé una
investigaciéon para examinar el efecto de espermocultivos positivos con
colonias bacterianas en los procesos de fertilizacion in-vitro, donde se
encontroé que la gran mayoria de los espermocultivos, revelo la presencia
de Enterococcus con un 73,00 %, seguido por Ureaplasma urealyticum
(11,00 %) y Escherichia coli con 8,00 % (Shalika et al., 1996). En un
estudio de espermocultivos realizados en 171  pacientes infértiles
salvadorefios en el periodo 2005- 2006, revelaron la presencia de
distintas bacterias, donde las mas frecuentes fueron: Escherichia coli,
Staphylococcus coagulasa negativa y  Enterococcus faecalis

(http://www.elsalvador.com).
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En otro estudio realizado por Gdoura et al., (2007) encontraron en
un total de 120 semen de hombres infértiles a Ureaplasma urealyticum
como la especie mas frecuente con un 15,00%, resultado que se asemeja
a lo expresado en este estudio. La frecuencia de U. urealyticum en
muestras de semen de pacientes infértiles reportadas en la literatura,
varia entre 5 a 42 % (De Jong et al., 1990; Knox et al., 2003; Rosemond
et al., 2006; Wang et al., 2006).

En las tablas 5,6, 7, 8, 9 y 10, muestran la asociacion entre los
parametros  espermaticos (concentracibn  espermatica, vitalidad
espermatica, volumen espermatico, licuefaccidon, viscosidad y pH del
semen) con los cultivos positivos y negativos de los pacientes infértiles,
encontrandose que no hubo asociacién estadisticamente significativa
entre cada uno de los parametros. A pesar de estos resultados, se pudo
observar que un porcentaje del 55,24 % de pacientes infértiles tenia
vitalidad espermatica anormal, lo que es probable que el proceso

infeccioso en ellos este produciendo tal anormalidad.

Muchas veces los resultados satisfactorios de estos parametros
seminales convencionales no se corresponden con los resultados que
desde el punto de vista de fertilidad tienen estos individuos, por lo que
clinicamente no son siempre suficientes para demostrar la funcion
espermatica y fertilidad masculina. El hecho de no encontrar alguna
asociacion entre los cultivos positivos con los parametros espermaticos
estudiados no indica que la capacidad funcional de los espermatozoides
no se encuentra comprometida, ya que tanto las bacterias, como sus
productos y el incremento de la peroxidacion de la infeccidén, podrian
ocasionar cambios quimicos y moleculares en la membrana espermatica,
que afectan la reaccion acrosémica y su capacidad de fusién con el
ovocito, asi como danos en el ADN espermatico (Hungerhuber et al.,
2004; Martinez y Camejo, 2007).
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Las infecciones seminales en el hombre son de poca sintomatologia,
por lo que permanecen largo tiempo sin ser identificadas y generan
secuelas que pueden conducir a la infertilidad. Se ha determinado que
existe una relacién entre la leucocitospermia y los defectos morfolégicos
en los espermatozoides que no solo compromete los eventos de
fertilizaciéon del hombre, sino la implantacion, e incluso, embarazo futuro
(Aziz, et al., 2004).

Una causa frecuente de infertilidad masculina es el dafio producido
por procesos infecciosos. Un numero de infecciones del tracto genital son
establecidas como causantes de infertilidad masculina. Su fisiopatologia
involucra dafo de los tubulos seminiferos u obstruccion del paso de la
esperma al epididimo o conductos eyaculadores. Ademas algunos
microorganismos tienen un impacto desfavorable en la calidad del semen.
Algunos estudios realizados en cultivos de semen en pacientes infértiles
revelan que ciertas bacterias producen defectos en espermatozoides e
inclusive varios autores indican que hay diferencias en el tipo y
prevalencia de infeccion en el hombre fértil o subfértil y que el dafo en la
funcidn espermatica suele ser muy frecuentemente secundario a la
epididimitis y la prostato-vasculitis cronica (Keck et al., 1998; Khon et al.,
1998; Szoke et al., 1998). Sin embargo otros autores no han encontrado
relacion alguna entre la bacteriospermia y la disminucion en la calidad del

semen (Gregoriou et al., 1989; Colpi et al., 1989; Ness et al., 1997).

La presencia de gérmenes en el semen, procedentes generalmente
de la préstata pueden dar lugar a procesos inflamatorios que obstruyan la
via seminal a cualquier nivel. También pueden adherirse a los
espermatozoides afectando la movilidad o a la capacidad fecundante. Los
microorganismos pueden favorecer la produccion de anticuerpos
antiespermaticos con toda una serie de efectos perjudiciales. Las

infecciones del liquido seminal aun siendo asintomaticas, son capaces de
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inducir alteraciones en la viscosidad y la densidad del liquido espermatico,
produciendo inmovilizacidn secundaria del espermatozoide (Kohn et al.,
1998)

En una investigacion realizada en chile, en la cual se evalud el
efecto de bacterias sobre la reaccién del acrosoma en espermatozoides
humanos, se comprobd que la incubacion con las bacterias (Enterococcus
faecalis, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus) produjo
una significativa reduccion de la reaccién del acrosoma de los
espermatozoides (Schulz et al.,, 2001). En la actualidad se reconoce
también como agentes etiologicos de infertilidad a bacterias gram
positivas como Staphylococcus aureus y E. faecalis (Krieger et al., 1999;
Weidner y Ludwig, 2003). Nickel y Costerton (1992) describieron en tres
casos, la presencia del Staphylococcus coagulasa negativo
(Staphylococcus epidermidis) tanto en la SPE como en tejido prostatico
de hombres con prostatitis crénica, sin embargo tanto este como otros
estudios (Carson et al., 1982; Wedren, 1989) no han podido demostrar
con certeza que estos gérmenes son los verdaderos agentes etiolégicos
de la prostatitis crénica y no simple colonizadores.

En un estudio realizado por Terriquez y Gonzalez (2003), donde se
correlaciond el numero de colonias bacterianas en espermocultivos con
alteraciones en los indices del analisis seminal, revelé que la presencia de
especies bacterianas reactivas al oxigeno (como E. faecalis) afecta la
motilidad y bloquean los mecanismos de penetracién y fecundacion
espermatica manifestandose como infertilidad masculina. Es importante
sefalar que en un trabajo realizado en chile donde se evalué la apoptosis
en espermatozoides humanos inducida por bacterias patdgenas, se
demostré que E. faecalis produjo un aumento significativo en el nivel de

apoptosis tardia de los espermatozoides (Villegas et al., 2001).
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La infertilidad asociada a la infeccidn por U. urealyticum se sospecha
desde hace 3 décadas. Kundsin en 1970, reportd por primera vez la
presencia de U. urealyticum en el tracto genital de una pareja infértil. El rol
etiolégico de U. urealyticum en la infertilidad fue sugerido por Gnarpe y
Friberg quienes en 1972 demostraron una frecuencia alta en cultivos
positivos en semen de pacientes infértiles (85 %) comparado con un 22 %
de hombres fértiles. A nivel experimental se ha comprobado que U.
urealyticum interactua in vitro con espermatozoides libres, obtenidos de
donadores sanos con optimas caracteristicas seminales. Concentraciones
de 25 unidades cambiadoras de color (UCC) de la bacteria por cada
espermatozoide, causaron fuerte reduccién de la motilidad y alteracion de
la permeabilidad de la membrana de espermatozoide demostrada
mediante la prueba de shock hipoosmético, después de cuatro horas de

incubacion (Nufez-Colange, et al., 1998).

Por su contenido de ureasa, U. urealyticum altera el pH local
actuando como toxina que en bovinos afecta el movimiento de los cilios
del epitelio oviductal in vitro (Stalheim, 1976). También posee en su
membrana actividad de fosfolipasa (De silva y Quinn, 1991) y una aryl
sulfatasa que degrada al receptor sulfogalactoglicerolipidico una vez que
se une a la membrana, pudiendo interferir asi con la fecundacién
(Lingwood et al., 1990).

U. urealyticum es considerado uno de los patégenos mas comunes
del tracto genitourinario, pues provoca dafio directo al espermatozoide
(Wang et al., 2005) y decrecimiento de los niveles de factores
inmunosupresores en el plasma seminal, ademas cambios de pH y
prolongacion de la licuefaccidon del semen, lo cual conduce a la
declinacién de la calidad espermatica (Wang et al., 2005). Estudios
realizados para investigar la relacion entre la infeccién por U. urealyticum

y la calidad del semen, demuestran la influencia negativa de este
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patdgeno en la calidad seminal (Yoshida, 2006), como en otros casos, la
infeccion por U. urealyticum estuvo asociada con la alta viscosidad del
semen y baja concentracion de espermatozoides; sin embargo, la
infeccion no afectd significativamente los indices de calidad de otras

muestras de semen implicadas en el estudio (Wang et al., 2006).

Escherichia coli ha sido encontrado como causante de disminucién
de la movilidad del espermatozoide por unién a residuos de manosa en la
superficie la cual provoca aglutinacion de estos (Wolff et al., 1993). En un
estudio realizado en Chile por Villegas et al.,(2001) demostraron que la
incubacion con E. coli indujo un aumento significativo en la apoptosis

temprana de los espermatozoides.

La infeccion causada por la bacteria Chlamydia trachomatis tiene
una elevada incidencia en la infertilidad masculina (Scott, 2004). La
poblacion masculina es el reservorio natural de esta bacteria, pero pocas
veces provoca sintomas en ellos. En el presente estudio se observd un
porcentaje de seropositividad para C. trachomatis de 58,09 %, estos
resultados son similares a lo reportado por Custo en (1987), quien indica
que C. trachomatis esta presente en el 71 % de los casos de infertilidad
masculina. Otros estudios han informado que las muestras de semen de
los compafieros sexuales de mujeres con diagnostico de infertilidad son
positivas a C. trachomatis entre 10 y 39,3%. En un estudio realizado por
Figuera (2005) en pacientes que acudieron a las consultas de
enfermedades de transmisién sexual del ambulatorio “Arquimedes
Fuentes”, Cumana, estado Sucre, encontré un porcentaje de positividad
para antiuerpos IgA anti C. trachomatis de 50,48%. Sin embargo,
Terriquez et al. (2003) difiere de estos resultados, reportando un
porcentaje de 4,7 % de seropositividad para anticuerpos anti- C.

trachomatis en hombres infértiles.
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Hay que hacer notar que en el presente estudio, no hubo asociacion
significativa entre la presencia de anticuerpos IgA e IgG anti Chlamydia
trachomatis en pacientes con cultivos negativos en comparacion con la
concentracion espermatica, vitalidad espermatica, volumen espermatico y
licuefaccion, sin embargo, se pudo observar un porcentaje de
seropositividad para C. trachomatis bastante considerable en parametros
espermaticos anormales, como es el caso de la vitalidad espermatica con
un 54,84%. Al respecto, estudios in vitro, coincubando esperma con C.
trachomatis muestran una declinacién significativa en el numero de
espermatozoides moviles, e incluso, muerte prematura de éstos (Elev et
al., 2005), lo que pudiera contribuir al fallo de las técnicas in vitro (Pacey y
Eley, 2004). Ademas, esta bacteria puede causar inflamacién en los
testiculos y el escroto, lo cual incide en la calidad del semen,

especialmente en la movilidad de los espermatozoides (Satta et al., 2006).

La Chlamidiosis es la enfermedad de transmision sexual mas
frecuente en parejas jovenes entre 15 a 19 anos (Baseviciene et al.,
2003), es la causa mas frecuente de uretritis y epididimitis no
gonococcicas (Moller y Mardh, 1980), prostatitis crénica (Ostaszewska et
al., 1998) y enfermedad pélvica inflamatoria (Pavoneen, 1999;
Baseviciene et al., 2003).

Aunque no se conoce como C. trachomatis deteriora la fertilidad del
hombre, se ha reportado su adherencia y penetracion al citoplasma del
espermatozoide (Wolner-Hansen y Mardh, 1984; Erbengi, 1993). C.
trachomatis también se ha detectado por medio de microscopio
electronico de transmision, en los espermatozoides por ensayos in vitro y
en semen de los pacientes infértiles, donde se han descrito cuerpos
elementales adheridos en pieza intermedia, cuello, cabeza y citoplasma
espermatico (Wolner-Hansen y Mardh, 1984; Erbengi, 1993; Bragina et
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al., 2001). Mavrov (1995) confirmé con sus observaciones la
incorporacion de C. trachomatis al citoplasma espermatico y sefialé su
localizacion cercana a la membrana acrosomica, sugiriendo que esto

pudiera inducir cambios morfolégicos en el acrosoma.

C. trachomatis puede traer consigo una reaccion inflamatoria que
puede facilitar la formacion de anticuerpos antiespermaticos (Stanislavov,
1999; Rezacova et al.,, 1999), o afectar 6rgano como la prostata cuya
reaccion inflamatoria puede extenderse a todo el aparato reproductivo
(Gattuccio et al., 1988).

Cuando se relacion¢ la vitalidad espermatica normal y anormal con
los diferentes tipos de colonias bacterianas presentes en las muestras
seminales se encontr6 que la tendencia fue un aumento en la
anormalidad del parametro estudiado cuando el numero de colonias
diferentes aumentaba, lo que podria indicar que la presencia de
infecciones multiples esta relacionada de manera directa con la
disminuciéon de la vitalidad espermatica. Aunque se encontré un
porcentaje del 80,00% de espermocultivos negativos con vitalidad
espermatica anormal, no se descarta que dicho porcentaje pudiera estar
relacionado con otro tipo de anormalidad presente en el semen u otro
factor de riesgo, como el tabaquismo, el alcoholismo etc. Reportes
previos sefalan que el principal factor que altera los parametros
espermaticos es el desarrollo de infecciones asintomaticas por diferentes
microorganismos, dentro los que se reportan con mayor frecuencia en los
espermocultivos  (Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
Chlamydia trachomatis y Escherichia coli) (Merino et al., 1995; Huwe et
al., 1998).

Se ha reportado que la presencia de U. urealyticum y/o C.

trachomatis en combinacién con otros microorganismos Gram negativos,

46



producen un efecto que se ve potenciado en forma directa con el numero
y tipo de microorganismos presentes en el liquido seminal (Diemer et al.,
1996).

En este estudio se encontré que la cantidad de colonias presentes
en el semen también afecta de manera directa la motilidad de los
espermatozoides, encontrandose una disminucion de la motilidad de
grado moderado y leve, cuando se aumento el numero de diferentes tipos
de colonias en los espermocultivos de pacientes infértiles. Este hecho
indica que la presencia de infecciones multiples podria incrementar el
grado de astenozoospermia en hombres infértiles, es probable que dichas
infecciones produzcan alteraciones directas sobre el espermatozoide y de
tipo indirecta sobre las propiedades fisicoquimicas del liquido seminal
(Kohn et al., 1998). En reportes previos se ha observado que la produccién
de radicales libres de oxigeno en las infecciones del tracto genito-urinario
masculino producen deplecion del contenido energético mediante el
bloqueo de enzimas mitocondriales necesaria en el ciclo de krebs, lo cual
conlleva a una disminucion en la motilidad espermatica por deficiencia de
ATP, se ha reportado que la peroxidacion de lipidos secundaria al exceso
de especies reactivas al oxigeno (ROS) bloquea los mecanismos de
penetracién y fecundacion espermatica manifestandose como infertilidad

masculina (Aitken et al., 1991; Sharma y Agarwal, 1996 ).
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CONCLUSION

La vitalidad espermatica la cual representa el porcentaje de
espermatozoides vivos en el eyaculado, esta siendo considerablemente
afectada en la poblacion estudiada, de igual manera el volumen
espermatico, el pH, la viscosidad, la licuefaccion y la concentracion

espermatica, presentan anormalidad pero en menor proporcion.

Los liquidos seminales de los pacientes estudiados presentaron,
numeros de espermatozoides moviles inferior al 50% (astenozoospermia)
en un 96,19%, lo que permite inferir que la infertilidad de estos pacientes

se debe al deterioro de la motilidad de sus espermatozoides.

Existe una alta frecuencia de aislamientos bacterianos (70,48 %) en
los pacientes infértiles estudiados, con predominio de Enterococcus
faecalis, Staphylococcus coagulasa negativa, Ureaplasma urealyticum y
Escherichia coli.

No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre los
cultivos positivos y negativos con los parametros espermaticos
estudiados, a pesar de ello se observo un porcentaje de anormalidad de

los indices espermaticos relativamente alto.

En este estudio se observo un alto porcentaje de seropositividad

para Chlamydia trachomatis en la poblacion de hombres infértiles.

No existe asociacion estadisticamente significativa entre la presencia
de anticuerpos anti-Chlamydia trachomatis y los parametros:
concentracion espermatica, volumen espermatico, licuefaccion y vitalidad

espermatica en los individuos estudiados, pero si se pudo notar un
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aumento en el porcentaje de anormalidad en dichos parametros.

La vitalidad espermatica anormal se incrementa cuando el numero

de colonias por diferentes tipos aumentan en los espermocultivos.
La disminucion en la motilidad de los espermatozoides en los

pacientes infértiles probablemente sea debido al numero de bacterias de

diferentes tipos encontrados en los espermocultivos.
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Recomendaciones

Promover el estudio bacteriolégico del semen en pacientes infértiles

con el fin de controlar y evitar posible infertilidad masculina.

Realizar programas continuos de educacién, orientados a un

ejercicio responsable de la sexualidad.
Realizar un estudio mas preciso donde se tome en cuenta otros

factores predisponentes de infertilidad, que permita determinar la

influencia de las bacterias como causantes de infertilidad masculina.
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ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS
TRABAJO DE ASCENSO

AUTORIZACION

Yo, , portador de
C.l , (paciente) autorizo al Lic. José G. Betancourt V., C.I:
8649514, a analizar la muestra de semen, obtenidas por masturbacion,
siguiendo las recomendaciones previamente sugeridas (abstinencia
sexual, tabaquica, alcohdlica y traslado al laboratorio), y cuyo resultado
sera usado en el desarrollo de su trabajo de ascenso que lleva por
nombre: “CALIDAD ESPERMATICA Y AISLAMIENTO BACTERIANO EN
INDIVIDUOS INFERTILES PROVENIENTES DE LA UNIDAD DE
FERTILIDAD DE LA CLINICA “SANTA ROSA’, CUMANA-ESTADO
SUCRE”. Ademas otorgo el consentimiento para que los datos generados
puedan ser utilizados para el estudio, sin revelar nombres y sean
entregados a la brevedad posible.

En este estudio se siguieron los lineamientos establecidos en la
declaracion de Helsinki entre los cuales destacan que este trabajo de
investigacion estuvo solo a cargo de personas con la debida preparacion
cientifica y bajo la vigilancia de un profesional de la salud, por otra parte,
se respetd el derecho de cada individuo participante en la investigacion a
salvaguardar la integridad personal, se adoptaron las precauciones
necesarias para respetar su intimidad y reducir al minimo las
precauciones del estudio sobre la integridad fisica y mental del paciente.

Firma
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIANALISIS
TRABAJO DE ASCENSO

ENCUESTA
Fecha:

A.- Datos personales:

1.

© N o g Bk~ WD

Nombres y
Apellidos
Edad:

Ocupacién:

Fecha:

Dias de abstinencia:

Hora de recoleccion:

Numero de hijos (si tiene):

Direccion y

telefono:

B.- Datos clinicos:

1.

¢Ha presentado enfermedades de transmision sexual? Si
No

De ser “Si”, senale cual de ellas:
. ¢Ha sido operado de? Varicocele Vasectomia

otra(s)

¢Actualmente esta bajo tratamiento médico? Si No ,

de ser “Si” especifique:

63



4. ;Ha presentado dificultad para tener hijos? Si No , de ser

“Si” diga las razones:

C.- Otros datos:

1.

Cual ha sido su(s) trabajo(s) en los ultimos 3

anos:

Ultimamente ha sido expuesto a altas radiaciones (rayos X): Si
No

Ha practicado ciclismo o spining en los ultimos afios: Si
No

Ha sufrido de traumatismos severos a nivel de los testiculos: Si
No
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