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RESUMEN
Octavio Guadalupe Diaz Gutiérrez Fecha de Graduaciéon: Mayo de 1999
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: ESTUDIO DE LA ULTRAESTRUCTURA SEMINAL Y DE LOS
PARAMETROS SEMINOLOGICOS EN PACIENTES INFERTILES
CON PCR POSITIVO PARA Ureaplasma urealyticum

Area de Estudio: Andrologia

Propdsito y Método del Estudio: Las infecciones genitourinarias (IGU) y sobre todo las
inespecificas, no se han considerado como una fuente potencial de infertilidad ya
que generalmente pasan desapercibidas por ser asintomaticas y los métodos de
diagnéstico habituales son insuficientes o poco accesibles. Sin embargo existen
evidencias que involucran a las IGU con la infertilidad, ademas de que en el 20%
de los casos de pacientes infértiles se identifica algun tipo de IGU. Actualmente
existe poca evidencia de la adherencia de U. urealyticum en la superficie del
espermatozoide y de sus efectos sobre los parametros seminolégicos. El objetivo
del presente trabajo fue describir las alteraciones seminales y ultraestructurales
del eyaculado de pacientes infértiles con infeccion de Ureaplasma urealyticum
demostrada por PCR. Para ello se desarrolié un estudio transversal, descriptivo y
prospectivo, con pacientes con infertilidad conyugal de causa no conocida. Se
eligieron pacientes con sospecha de infeccion genitourinaria y se excluyeron los
que presentaran oligozoospermia, azoospermia y volumen testicular bajo. Se
conformaron 2 grupos de estudio, uno con PCR positivo a U. urealyticum y el otro
con PCR negativo. Se realizaron andélisis seminoldgicos y estudios de
microscopia electrénica para evaluar los parametros seminolégicos vy la

ultraestructura seminal y asi determinar la participacion o no del germen como
factor de infertilidad.

Contribuciones y Conclusiones: En este estudio se estudiaron 50 pacientes. Catorce
de ellos resuitaron con PCR positivos a U. urealyticum y 36 fueron negativos, con
estos datos se constituyeron los 2 grupos de estudio. El volumen, la motilidad y la
morfologia espermatica fueron los parametros seminologicos que resultaron mas
alterados en los pacientes con PCR positivo. El analisis ultraestructural revelé
que la infeccidon por U. urealyticum se acompaiia de alteraciones nucleares y
autdlisis espermatica. Ademas fue evidente la presencia de células
mycoplasmicas adheridas a espermatozodes en el 43% de los pacientes
infectados. La presencia de ceélulas fagociticas y fagocitosis espermatica
acompafid estas observaciones. La infeccién por U. urealyticum del tracto
genitouninario contribuye de manera importante a la alteracién de los parametros
seminolégicos. Las infeccion por éste germen puede pasar desapercibida si no

se emplea un métodw altamente especifico y sensible.
FIRMA DEL ASESOR ~

/
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Infeccion Genitourinaria e Infertilidad.

La infertilidad es un problema importante que se presenta
frecuentemente en parejas que intentan tanto el embarazo por primera vez,
como despues de haber concebido anteriormente. Segun las estadisticas mas
recientes, la infertilidad se manifiesta en aproximadamente un 15% de las
parejas que intentan su primer embarazo; en un 60% la causa identificada se
relaciona con alguna alteracién del factor femenino y en el 40% restante, la
causa radica en el factor masculino’. La infertilidad es la mayoria de las veces,
un problema multifactorial en el cual coinciden una serie de padecimientos que
traen como consecuencia la infertilidad en la pareja.

Las infecciones genitourinarias (IGU) y sobre todo las inespecificas, no
se han considerado como una fuente potencial de infertilidad, ya que
generalmente pasan desapercibidas por ser asintomaticas y porque los
métodos de diagnostico habituales son insuficientes o poco accesibles. Sin
embargo, existen investigaciones que consideran a las IGU como causantes de
infertilidad. En el 20% de los casos de pacientes infértiles se identifica algan



tipo de IGU1. De acuerdo a algunos estudios, la bacteriospermia altera la
calidad del eyaculado por disminucidon de la motilidad y del recuento
espermatico, incrementa la teratozoospermia, disminuye la penetracién
espermatica en el moco cervical y esta relacionada con la obstruccion
inflamatoria de los conductos seminales en el hombre23. En contraste, otros
estudios indican que no hay una diferencia estadistica entre la calidad del
semen y la presencia o no de bacteriospermiat. En 1984, Fowler propuso que
las bacterias en semen pueden ser un contaminante secundario del protocolo

.. 5
de coleccidon de la muestra .

En las dltimas décadas, se ha registrado un incremento en las
infecciones del tracto genital femenino por Chlamydia trachomatis y

Ureaplasma urealyticum (Mycoplasma-T), gérmenes responsables de casi el

60% de las uretritis no gonocéccicas . De ahi que se esten realizando una gran
cantidad de estudios encaminados a responder si estos gérmenes son o no,

parte de las causas etiolégicas de infertilidad tanto de origen femenino como
masculino.

1.2 Infecciones Micoplasmicas en el Tracto Urogenital.

Desde que fue reportada la presencia de micoplasmas en el tracto
genital humano en 1937 por Dienes y Edsall’, se generd un gran interés en
torno a estos microorganismos. Aunque han sido aislados en semen de
hombres fértiles y aparentemente sanos, también se les ha implicado en
uretritis no gonocoéccicas, infecciones puerperales, abortos sépticos, bajo peso
al nacimiento y prostatitis®®. Durante la década pasada, también se han
asociado a partos prematuros e infertilidad conyugal, pero su papel en estas

enfermedades es todavia incierto®. La infertilidad asociada a Ureaplasma



urealyticum fue reportada por primera vez por Kundsin en 1970, quien encontro
Ureaplasma urealyticum en el tracto genital de una pareja infértil. El tratamiento

con tetraciclina permitid erradicar la infeccion seguida por la concepcion y
embarazo®,

Gnarpe y Friberg (1972), encontraron que el 85% de los cultivos de
semen de hombres infértiles fueron positivos para U. urealyticum, en
comparacién con un 23% de positividad en hombres fértiles'® . Estos mismos
autores en 1973, en un estudio realizado en parejas infértiles con infeccion
comprobada y tratadas con doxicilina, notaron que un 29% de mujeres
concibieron después de varios meses de erradicar los ureaplasmas'. Fowlkes
y cols. en un estudio de 625 hombres infértiles, correlacionaron la presencia de
U. urealyticum con alteraciones en los parametros seminales, especificamente
motilidad y cuenta espermatica. Encontraron en el 40% de los pacientes, un
aumento en el volumen del eyaculado, baja cuenta espermatica, incremento en
el nimero de nucleos de espermatozoides con forma alargada y presencia
espermatides. En cuanto a la motilidad se observd también una disminucion, ya
que 18% de los pacientes con cultivo positivo mostraron motilidad menor al
40%, que sdlo estuvo presente en 10% de los pacientes con cultivo negativo ™.
Busolo y ¢ols. en 1984, demostraron |a presencia de micoplasmas adheridos a
espermatozoides en pacientes infértiles de etiologia desconocida, por medio de
microscopia de luz, y microscopia electrénica de transmision y de barrido14.
Audring y cols. (1988), aplicaron la microscopia electrénica al estudio de
biopsias de tejido testicular de ratas expuestas a U. urealyticum serotipo 3, y
reportaron la induccién de degeneracién del epitelio germinal, hipoplasia de las
células de Leydig y formacion de células gigantes'S.

A la par de las investigaciones mencionadas anteriormente, existe una
serie de estudios que rechazan la asociacion de U. urealyticum con infertilidad

masculina, De Louvois y Cols., en un estudio realizado en 1974, reportaron que
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no hay diferencia estadistica en la frecuencia de cultivos de semen positivos a
U. urealyticum entre hombres fértiles e infértiles'®. Estos resultados fueron
secundados por Mathews y cols. en 19757, Gump y cols. en 1984, en un
estudio con parejas infértiles e infeccion micoplasmica comprobada, no
encontraron relacion entre micoplasmas e inflamacidén cervical, nimero y
motilidad espermatica, pruebas postcoitales y piospermia‘8, Jong y cols. (1990)
realizaron una investigacion en 569 hombres con infertilidad de etiologia
desconocida y en mas de 75 donadores de semen, ellos encontraron infeccidn
por U. urealyticum en semen de 40 hombres infértiles(7%) y en 4 donadores
fertiles(5.3%). No se encontrd diferencias significativas entre los dos grupos,
concluyendo que U. urealyticum se encuentra de manera frecuente tanto en
hombres fértiles como en hombres infértiles®. Talkington, y cols. (1991),
investigaron los efectos de la incubacién de 3 serotipos de U. urealyticum en |a
motilidad y penetracion in vitro de los espermatozoides. Usando un microscopio
con video, estos autores no encontraron evidencias de que la infeccién con U.
urealyticum produjera daio en la motilidad espermatica o en la penetracion en

gel en su sistema experimental®.

Actualmente existe poca evidencia de la adherencia de Ureaplasma
urealyticum en la superficie del espermatozoide humano®, por lo que es
importante demostrarla en pacientes infértiles de causa no conocida y con

evidencias de algun tipo de infeccion.

1.3 Caracteristicas del género Mycoplasma.

Existen aproximadamente 60 especies de Mycoplasma en la clase
Mollicutes. Son los arganismos mas pequefios que pueden vivir libres en la

naturaleza y asi mismo crecer en medios de laboratorio. Tienen un tamaiio de



125 a 250 nm., son microorganismos pleomérficos porque carecen de pared
celular rigida, y mas bien estan limitados por una unidad de membrana.
Pueden reproducirse en medios libres de células y dependen de Ila
disponibilidad de esteroles para su crecimiento; los mycoplasmas no vuelven a

formas bacterianas originales, ni se originan de ellas™.

Se ha descrito que la mayoria de los mycoplasmas son esféricos,
aunque pueden presentar diversas formas como filamentos © aspecto
estreliado, pero resulta dificil estudiarlos por medio de los métodos
bacteriologicos ordinarios a causa del tamafo pequefio de sus colonias, la
plasticidad y la delicadeza de sus células individuales.

Los mycoplasmas que pueden encontrarse en vias genitourinarias como
son M. hominis y U. urealyticum, pueden distinguirse por sus diferencias en la
morfologia colonial, sus caracteristicas metabdlicas y la susceptibilidad a
antibiéticos®. De los dos microorganismos, Ureaplasma urealyticum es el
germen considerado como factor de riesgo en la fertilidad tanto masculina

como femenina.

1.4 Métodos de Identificacion de Ureaplasma urealyticum.

La forma mas comun de aislamiento e identificacion de Ureaplasma
urealyticum es el cultivo especifico, que consiste en la inoculacion de una
pequefia cantidad de semen en medio de crecimiento liquido y sdélido, los
cuales contienen un indicador de pH?** ®. Con los medios de cultivo utilizados
en el laboratorio se presentan problemas al intentar valorar los resultados,
entre ellos encontramos falta de reproducibilidad, falsos negativos, y cambios
inespecificos con el indicador de pH; de ahi la importancia de implementar un
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método de diagndstico especifico y preciso que permita la identificacion del
microorganismo eficaz y de manera reproducible.

En la Gltima década, el auge alcanzado por las técnicas de Biologia
Molecular ha implicado su utilizacién en areas de dificil diagnéstico, entre ellas
la micrabiolégica. Las téchicas de PCR se vienen aplicando desde hace
algunos anos al diagnostico de Chlamydia ftrachomatis, Mycoplasma
pneumoniae, y gérmenes similares. Recientemente Teng y éols. (1994)
reportaron la aplicacién de la prueba de PCR a la deteccidén de Ureaplasma
urealyticum en pacientes con infecciones urogenitales, para su comparacién
con técnicas de cultivo especifico®®>. De 50 especimenes estudiados la
deteccion del microorganismo se verifico mediante cultivo en 5 casos
confirmados también por PCR y se reportaron 4 casos de cultivo con resultado
dudoso. La técnica de PCR pudo confirmar éstos 4 casos y detecté otros 3 mas
que no habian sido sospechados por cultivo. Estos autores proponen la
utilizacién de la prueba de PCR como instrumento de deteccion de U.
urealyticum, por ser altamente sensible y especifica, argumentando ademas
que el tiempo requerido para su realizacidn es mucho menor que el de los
cultivos especificos. La téchica de PCR se ha utilizado como medio de
diagnostico en la deteccién de U. urealyticum en liquido amnibtico y tracto
respiratorio, obteniéndose mas resultados positivos que las pruebas de cuitivo
realizadas en los mismos especimenes?.

1.5 Planteamiento del Problema.

De acuerdo a los antecedentes ya referidos, podemos concluir que:
a).- Existe una necesidad de definir la participacion etiologica de U. urealyticum

en la infertiidad mascuiina y su repercusién sobre la calidad del semen.



b).- No se conoce un patrén de alteraciones seminologicas y citomorfol6gicas
que se correlacionen con la presencia de la infeccién genitourinaria.

c).- En el laboratorio hay una dificultad en la deteccion precisa de U.
urealyticum en infecciones genitourinarias.

d).- Los métodos de cultivo presentan insuficiente sensibilidad y especificidad _
para identificar adecuadamente el germen, ademas hay dificultad diagndstica

de los métodos microscédpicos por la dimension del germen y su pleomorfismo.

Tomando en cuenta lo establecido anteriormente, se formulé la siguiente
hipbtesis.



CAPITULO 2

HIPOTESIS

La infeccién de vias genitourinarias de hombres infértiles ocasionada
por Ureaplasma urealyticum, se asocia a alteraciones de los parametros
seminolégicos y de la citomorfologia del eyaculado, identificables a

microscopia de luz y microscopia electrénica.

Para la verificacion de la Hipotesis se planteé el siguiente Objetivo

general.



CAPITULO 3

OBJETIVO GENERAL

Describir las alteraciones seminales y de la citomorfologia del eyaculado
en los casos donde se demuestre la presencia de U. urealyticum, mediante la

técnica de PCR y/o cultivo especifico.



CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

Para poner a prueba nuestra Hipdtesis y cumplir nuestro objetivo se
desarrollé la siguiente estrategia experimental.

4.1 Disefo Experimental.

Considerando como universo de estudio a los pacientes que acudieron
al Laboratorio de Andrologia del Departamento de Patologia de esta Institucién,
se llevo a cabo un estudio descriptivo, transversal y prospectivo, seleccionando
los pacientes con infertiidad conyugal ya fuera primaria ¢ secundaria y de
causa no conocida. Otro criterio de inclusidn fue la sospecha clinica de
infeccion genitourinaria, siendo ésta por antecedentes ¢ sintomatologia,
independientemente de tratamiento previo. Fueron exciuidos de nuestro
estudio los pacientes con azoospermia, oligozoospermia severa y volumen
testicular bajo que implicarian alteraciones seminales por falla testicular.
También se descartaron los pacientes con alteraciones hormonales
representativas de infertilidad de origen pretesticular.

10
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E! grupo de estudio quedé asi constituido por pacientes con infertilidad
primaria ¢ secundaria de origen postesticular y causa especifica ho conocida
independientemente de tratamientos previamente recibidos.

De acuerdo al diagnéstico de la presencia de Ureaplasma urealyticum
en el material seminal de los pacientes en estudio se conformaron:
a) El grupo problema correspondiente a pacientes en los que se demostré la
presencia de Ureaplasma urealyticum.
b) E! grupo control constituido por pacientes en los que no se demostré la

presencia de Ureaplasma urealyticum por ninguno de los métados aplicados.

4.2 Métodos de Estudio.

En cada unc de los pacientes seleccionados para éste estudio se
procedid a lo siguiente.

421 Elaboracion de registro de pacientes e historia clinica de
reproduccion.

Conforme se fueron presentando los pacientes se creé un registro
confidencial de cada uno de ellos con la fecha, nombre, edad, ocupacién,
domicilio, institucion de referencia, y nombre, edad y diagnéstico ginecologico
de la pareja sexual. Mediante anamnesis clinica se investigaron los
antecedentes clinicos y factores de riesgo reproductor consignandolos en el

formato especial (ver anexo).

Una vez que se confirmé el cumplimiento de los criterios de inclusion se
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informé al paciente sobre los objetivos y alcance del proyecto solicitando

autorizacion para el estudio de su(s) muestra(s) seminal{es) bajo este protocolo
de investigacion.

4 2.2 Analisis seminal.

Tanto para la seleccidn de los casos como para su evaluacién en éste
protocolo, se practicé a todos los pacientes un estudio seminolégico siguiendo
las recomendaciones basicas de la OMS?: abstinencia sexual de 3 a 7 dias,
obtencién de las muestras por masturbacion y su traslado rapido al laboratorio
en un lapso menor de una hora.

Después de la licuefaccion total del eyaculado se inici6 el estudio,
cuidando de que la muestra no sufriera cambios bruscos de temperatura (debe
mantenerse a 37°C), para lo cual se pasé a un tubo cénico graduado y se
colocd en un bafio de agua a la temperatura indicada. El procedimiento de

estudio se describe a continuacion:

4.2.2.1 Examen Macroscépico Inicial.

El examen macroscopico inicial que incluye aspectos fisico-quimicos se
centrd en los siguientes parametros:

Licuefaccion: El tiempo de licuefaccion se registré desde que fue tomada
la muestra hasta la completa disolucién del coagule seminal, la cual debi¢ de
completarse en un tiempo de 30 a 40 minutos.

Aspecto: Se examiné inmediatamente después de la licuefaccion
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colocando un capilar en el interior del tubo cénico graduado y se observd a
contra luz, valorandolo de la siguiente manera:
a).- Opaco: no se observa el capilar en ningin punto.
b).- Semitraslicido: Se puede ver el capilar solamente en la punta
del tubo cénico graduado.

c).- Trasiucido: El capilar se observa en su totalidad.

Color: En la apreciacion sui generis, del color se tomé como normal el
gris opalescente 6 aperlado.

Volumen: El volumen del eyaculado que normalmente es de 2 a & ml, se

midié en el tubo cénico graduado de 15 ml, anotandose el mismo en mililitros.

Viscosidad: Se estim6 tomando una alicuota de semen con una pipeta
pasteur, permitiendo su goteo para observar la formacién de hilos y la longitud
de éstos. Las muestras normales formaron gotas discretas, mientras que las de
viscosidad anormal aumentada formaron hilos de mas de 2 centimetros de

longitud, ¢ las muestras de viscosidad disminuida presentaron un goteo
demasiado rapido.

Grado de alcalinidad: El pH se midié con un papel indicador tomando
come normal un valor de 7.2 a 7.8.

4.2.2.2 Examen Microscopico.

El examen microscopico se enfocd a la estimacién de la concentracion
espermatica, presencia de otros tipos celulares y de aglutinacién espermatica.
También se dirigi6 al analisis de la motilidad, recuento, viabilidad y morfologia
espermatica.
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Examen en fresco: Se colocéd una gota del eyaculado una vez que este
se licu6 para observarlo con microscopio de contraste de fases a un aumento
de 400 X, se analizaron por lo menos 10 campos microscopicos distintos,
anotando la concentracion espermatica, presencia de células epiteliales,
células inmaduras, leucocitos, eritrocitos y cristales. También se tomé en
cuenta la presencia de aglutinacion espermatica espontanea ya sea entre
espermatozoides 6 entre espermatozoides y células epiteliales, eritrocitos 6
cristales. Para valorar |la concentracién espermatica se realizé una cuenta
apreciativa del namero de espermatozoides por campo y registrando como baja
un nimero menor de 5 espermatozoides; media, de 6 a 20 espermatozoides;
buena, de 21 a B0 espermatozoides; y muy buena un nimero mayor a 80
espermatozoides por campo.

La motilidad se analizé6 en una preparacién en fresco cada hora durante
2 horas iniciando inmediatamente después de la licuefaccidon. Se identificaron
los siguientes grados de motilidad:

Grado 0= Porcentaje de espermatozoides inmdviles.

Grado |= Motilidad escasa 0 lenta, in situ.

Grado lI= Motilidad amplia pero no vigorosa, progresion lenta y/o
rectilinea.

Grado llI= Motilidad progresiva rectilinea y rapida.

La cuenta espermatica se llevé al cabo en una camara de Neubauer,
realizando una dilucion de la muestra en estudio de 1:20, usando como
diluyente eosina amarillenta al 1% en agua. Se tomaron 50 pl de semen, los
cuales se diluyeron en 950 pl del colorante ya mencionado. Luego se colocd un
cubre objetos sobre la camara limpia y seca. Se agitd la dilucién y con un
capilar se deposité sobre la camara hasta que cubri6 el area de conteo.

Después de dejar reposar durante 1 minuto para que los espermatozoides se
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depositaran en el fondo, se procedié al recuento en el cuadrante central del
cuadriculado (cuadrante de cuenta de glébulos rojos), contando los
espermatozoides en las cuatro esquinas y en el cuadro del centro. El recuento
se realiz6 en el microscopio a un aumento de 400 X_

La formula general utilizada para calcular el nimero de espermatozoides
por ml. fue:

Nam. de esp/ml = 1 000 X # de esp. contados X dilucién X 10
Num. de mm’ contados (1/6 mm?)

O bien si el niumero de cuadros contados es de 5:

Nam. de esp/ ml = # de espermatozoides contados X 1 000 Q00.

La prueba de viabilidad se realizé con el colorante eosina Y al 0.5% en
buffer de fosfatos 0.15 My pH de 7.4. Se tomaron 100 pl de semen y 100 pl del
colorante y se colocaron en un tubo de ensayo de 13X100. Después de 1 a 2
minutos, una gota de la mezcla se colocéd en un portaobjetos y s& cubrié con un
cubreobjetos para observarse al microscopio a 400 X. La valoracién se realizé
contando 100 espermatozoides, de los cuales se registraron como
espermatozoides muertos aquellos que tomaron el colorante supravital y como
espermatozoides vivos aquellos que no tomaron el colorante supravital. Se

consider6 como valor normal 60% de espermatozoides vivos a la hora.

La evaluacion morfolégica por microscopia de luz se realizé mediante
una extensién o frotis del semen en un portaobjetos y su posterior tincién por la
técnica de Papanicolaou (ver Apéndice A).

El conteo diferencial se realizé registrando 200 células, reportando el

porcentaje de células normales y anormales asi como también |a presencia de
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otros tipos celulares. Para el porcentaje de células anormales se tomaron en
cuenta alteraciones cefdlicas (entre ellas de su forma y tamafo, defectos

nucleares y acrosomales), de la pieza de conexién y flagelares.

4 2.3 Cultivo Microbiolégico.

De una segunda muestra de estudio, se tomé de manera estéril Ia
cantidad necesaria para cultivo de U. urealyticum. El cual se procesd segun las
indicaciones del kit de cultivo Mycoplasma IST (BioMerieux).

4.2.3.1 Procedimiento del Cultivo.

Se tomaron 200 ul de semen los cuales se agregaron a un vial llamado
R1 (Solucion de restitucién que contiene nutrientes como peptonas y sales).
Después de mezclado, se dispensaron 3 ml de la solucién R1 en un vial de
medio de crecimiento R2 (urea-arginina). Se agitdé vigorosamente para
asegurar que la pastilla del liofilizado estuviera completamente disuelto. Se
dispensaron 50 pl del medio R2 urea-arginina en cada uno de los 16 pocilios
del panel de inoculacién y entonces se agregaron 2 gotas de aceite mineral
estéril a cada uno de los pocillos. Posteriormente se colocé la cubierta en el
panel y se incubd durante 1 a 3 dias a 37°C.

Después de la incubacion se leyé el cambio de color tanto en el frasco
con el medio de cultivo urea-arginina (R2), como en el panel de identificacién
segun se describe en la tabla I.
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TABLA |

Identificacién del cambio de color en el medio de cultivo urea-arginina

U. urealyticum M. hominis
Intensidad del cambio de color naranja rojo
y correspondientes caracteristicas urea + arginina +

bioquimicas

El panel de inoculacion se leyé segun se describe a continuacién:

Después de incubar el panel de identificacion se realizé la lectura
tomando en cuenta los pocillos 1, 2, y 3; de los cuales el pocillo 1 es un testigo
positivo de crecimiento tanto de U. urealyticum como de M. hominis; el pocillo 2
s el especifico para identificacion de U. urealyticum, el pocillo 3 es el
especifico para identificacion de M. hominis;, del pocillo 4 al 5 se puede leer el
titulo de crecimiento en Unidades Cambiantes de Color (CCU). En los pocillos
6 al 16 que el kit incluye se realizd la lectura de susceptibilidad a antibidticos
entre los cuales figuran: Doxiciclina (4 y 8 mg/l), Josamicina (2 y 8 mg/l),
Ofloxacina (1 y 4 mg/l), Eritromicina (1 y 4 mg/l), Tetraciclina (4 y 8 mg/l), y
Pristinamicina (2 mg/l). Todos lo pocillos se registraron de acuerdo al cambio
de color del indicador, tomande ¢omo positivo un cambio del indicador
observando un color rojo a anaranjado y como negativo la permanencia de

color amarillo del indicador rojo fenol.
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4.2 4 Estudio Ultraestructural.

El centrifugado de una tercera muestra de semen se proces6 por el
método habitual de inclusidon en epoxiresina (ver Apéndice B). Practicandose
primero un seccionamiento a 0.5 um. para cortes semifinos para descripcién
citomorfolégica con microscopio de luz y seleccion de areas de seccionamiento
fino para el estudio citomorfolégico a nivel de microscopia electronica,
realizando cortes finos de entre 60 y 90 nm. Los cortes tanto semifinos como

los finos, se realizaron en un Ultramicrotomo MT-1 marca SORVALL.

Los cortes semifinos s& montaron en portaobjetos y se tifieron con azul
de toluidina al 1% en agua destilada mas 5 gramos de Bérax, colocando la
laminilla sobre una placa de calentamiento hasta que los bordes del colorante
tomaron un color verde amarillento. Se procedié posteriormente a la
observacién por microscopia de luz visible. Después de escoger las zonas de
corte, se procedio a la realizacion de los cortes finos y su posterior montaje en
rejillas metalicas de cobre de 3 mm. de didmetro. Se tifieron con acetato de
uranilo al 1% y se registraron para su observacion al microscopio electrénico
de transmision. El registro de imagenes se realizd con una pelicula AGFAPAN
APX25 120 y se imprimieron en papel fotografico Kodabrome Il RC.

Las observaciones se realizaron en el Microscopio Electronico de
Transmisién Zeiss EM 109, utilizando aumentos para registro de las imagenes
de 3000 X, 4 400 X, 7 000 X, y 12 000 X. Las imagenes obtenidas de estas
observaciones se utilizaron para evaluar la citomorfologia espermatica, la
presencia de células inflamatorias, fagocitosis espermatica, presencia y
localizacion de células mycoplasmicas, bacterias y otros haliazgos de

importancia.
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4.2.5 Deteccion de U. urealyticum por la técnica de Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés).

La PCR es un proceso bioquimico in vifro mediante el cual, las cadenas
individuales de DNA blanco son duplicadas por la enzima DNA polimerasa en
cada uno de los ciclos que integran la reaccion (30 ciclos), al final de cada uno
de los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma
enzima lograndose una produccion exponencial de millones de copias del gen
o segmento de DNA especifico sometido al proceso. Esta técnica ha permitido
desarroliar nuevas alternativas en el diagnéstico microbiolégico propiciando asi
una tecnologia mas avanzada para la busqueda de microorganismos en las

infecciones humanas.

4.2.51 Extraccion de DNA.

En este estudio se utilizé como base el método de extracciéon descrito
por Teng vy cols. (1994)%®. Esta técnica fue descrita para obtencion de DNA
mycoplasmico en exudado uretral, nosotros la tuvimos que modificar para
poder obtener DNA micoplasmico en semen. La técnica resultante consistié en
lo siguiente:

La muestra de semen se coloc6 en un tubo cénico de polipropilenc de 15
ml, se agregé agua ultrapura hasta completar 5 ml, centrifugandose
posteriormente 30 minutos 10 000 r.p.m. y a 4°C.

Se descartd el sobrenadante, obteniéndose una pastilla de material seminal, la
cual se sometié a lavado vy lisis celular resuspendiéndose en 400 pl de buffer
de lisis STE (NaCl 0.1 M, Tris-HCI 0.05 M, EDTA 1 mM), y 25 pl de SDS al 10%
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(Dodecil sulfato sédico); después de agitacién en Vortex hasta la disolucion
completa de la pastilla, se agregaron 60 ul de proteinasa K (10 mg/ml), se
mezclé por agitacion vigorosa y se incubé a 50°C durante 24 horas.

Pasado el tiempo de incubacidn, se realizé una extraccion por el método
de Fenol-Sevag que consiste en la mezcla del lisado seminal con 400 pl de
Fenol saturado, agitando suavemente por inversion durante 15 minutos; luego
se centrifugdé a 12 000 r.p.m. durante 8 minutos a 4°C. Con una puntilla
despuntada (de 1 ml) para evitar la friccion del DNA y provocar su rompimiento,
se recuperd la fase acuosa procurando evitar la aspiracién de la interface. En
el siguiente paso se agregé medio volumen de Fenol (200 pl) y medio volumen
de Sevag (cloroformo-alcohol isoamilico 24:1), se mezclé en una plataforma
agitadora vertical durante 15 minutos centrifugandose después a 12 000 r.p.m.,
durante 8 minutos y a 4°C, se recuperd la fase acuosa. Finalmente a la fase
acuosa se le realizd una dltima extraccién con 400 ml de Sevag realizando

nuevamente el procedimiento antes descrito.

La fase acuosa resultante se transfiri6 a un tubo eppendorf de 2 mi, se
agregaron 1.5 ml de Etanol al 100% y se mezclé suavemente por inversion
para lograr la precipitacion del DNA. Para incrementar y asegurar [a completa
precipitacién, el tubo fue colocado a -20°C durante 2 horas y se procedié a
centrifugar por 8 minutos a 14 000 r.p.m., decantandose después el etanol. Los
tubos se dejaron abiertos durante una hora cerca de la flama de un mechero
para la evaporacion total del etanol. E| DNA purificado se resuspendié con 60
ul de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) mediante agitacion en una
plataforma vertical durante 1 hora, para posteriormente determinar su
cancentracion y calidad.
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4.2.5.2 Espectrofotometria.

La concentracion de DNA se determiné por la medicién
espectrofotométrica de la cantidad de radiacion UV absorbida por las bases a
260 nm.

Se colocd 1 ml de TE en una celda de cuarzo para UV, se calibré el
espectrofotdmetro a cero de absorbancia y se afiadio 1 pl de la muestra, se
mezclé bien por inversion y se tomaron lecturas a 260 nm y 280 nm. La

concentraciéon del DNA se determind utilizando la siguiente férmula:

Conc. de DNA ng/ul= (50) (factor de dilucion) (lectura a 260 nm)

Factor de dilucién= volumen total después de la dilucién

volumen tomado de la muestra

Una unidad de densidad dptica corresponde a aproximadamente 50
pg/ml de DNA de doble cadena. La calidad de DNA se obtuvo mediante la
relacion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm (DO DO2sy), la cual nos da una
estimacion de la pureza del acido nucleico. Una preparacion de alta pureza de
DNA tiene una relacién DO, DO.s entre 1.8 y 2.0. Al haber contaminacion con
proteinas o fenol, esta relacién puede disminuir e incluso la cuantificacién no

es precisa.

4.2.5.3 Electroforesis en Gel de Agarosa.

Para estimar la cantidad de DNA obtenido a partir del procedimiento de

extraccién, se sometio nuestra muestra a un campo eiectroforético utilizando la

fluorescencia emitida por las moléculas de bromuro de etidio intercaladas entre



22

las bases del DNA e inducida por la radiacion UV, comparandoia con la
fluorescencia de una serie de estandares. De igual manera se evalud la
integridad del DNA en base a su perfil electroforético, ya que la presencia de
un barrido que se proyecte desde la banda de DNA hacia el extremo inferior del
gel demuestra su degradacién.

La electroforesis se realiz6 con un gel de agarosa al 1% en buffer de
TBE (Tris-Borato al 0.089 M, acido bérico al 0.089 M), que fue colocado en una
camara de electroforesis con la suficiente cantidad de Buffer para cubrirlo.
Posteriormente se mez¢l6é 1ul de la solucién problema con 5 pl de TE y 1ul de
jugo azul 6X (azul de bromofenol al 0.25%, Xilencianol al 0.25% y glicero! ai
30%). A la vez se prepararon estandares con diferentes concentraciones de
DNA. Tanto las muestras como los estandares se colocaron en los
correspondientes carriles del gel y se corrié la electroforesis al inicio a 50 V

para internar el colorante el gel y después a 90-100 V durante una hora.

Al término del tiempo, el gel se retiré de la cdmara de electroforesis y se
coloco en una solucidn de hromuro de etidio a una concentracion de 2 pg/mi
durante 5 minutos y se lavé varias veces en agua corriente para eliminar el
exceso de bromuro de etidio. El gel ya teiiido se observé en un transiluminador
de luz Ultra-violeta, en el cual se determind la concentracion del DNA por
comparacion con los estandares y la integridad del mismo al descartar la

presencia de barrido a partir de la banda de DNA.

4.2 5 4 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Haciendo uso de la técnica de PCR, la cual mediante un proceso

enzimatico ciclico controlado, produce la amplificaciéon en millones de copias
de un segmento o gen especifico de DNA, se puede lograr la identificacion de
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un microorganismo cualquiera, el cual esté produciendo una infeccién clinica o
subclinica en cualquier area del cuerpo, logrando asi una identificacion y
diagnéstico mas exacto y preciso que el alcanzado por las técnicas de cultivo
convencionales.

Para éste trabajo de investigacion se buscé una secuencia util para el
diagnostico de U. wurealyticum la cual fuera especifica para este
microorganismo. La secuencia elegida fue la regién A del gen Ureasa
(GenBank DNA sequences), se escogié un segmento a amplificar de 461
nucledtidos. El par de oligonucledtidos iniciadores utilizados en la amplificacién
(ver Tabla |l1), se tomaron del articulo de Tenk y cols. (1994)%. Las secuencias
se modificaron para lograr un 100% de apareamiento entre el oligonucleédtido y
el DNA del gen Ureasa (ver Tabla Il).

TABLA I
Oligonucleétidos iniciadores utilizados en la

amplificacion de la region A del Gen Ureasa

Secuencia de oligonucledtidos original.
5'-CTC CTA ATC TAA CGC TAT CAC C-3'
5'-CCA GGA AAA GTA GTA CCA GGA GC-3'

Secuencia de oligonucleétidos utilizada:
5-tCT CCT AAT CTAACG CTA TCA CC-3'
5’- CCA GGt AAA tTA GTA CCA GGA GC-3°

Nota: Las bases cambiadas o agregadas estan escritas y resaltadas con letras

negritas y en mindsculas.
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Para la reaccion de amplificacion del gen Ureasa de U. urealyticum se

utilizé un esquema de reaccion y un programa de amplificacidén que llevd el
nombre de UUR (ver Apéndice C).

El producto de la amplificacidon se verifico mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, utilizando 6 pl del producto amplificado mas 1 pl de jugo
azul, el producto amplificado se corrié junto a un marcador molecular para

verificar que la longitud de nuestro segmento amplificado sea el esperado (461
pares de bases).

Tanto las pruebas microbiologicas como la PCR incluyeron controles
tecnicos positivos y negativos. En el primer caso correspondieron a los
incluidos en el kit por el fabricante; para la PCR el control negativo fue agua
ultrapura y el control positivo se tomd de un medio de cultivo liquido pesitivo a
Ureaplasma urealyticum. En el caso de la descripcién morfologica de las
células mycoplasmicas en el semen de los pacientes con infeccion detectada,
las observaciones fueron comparadas con las que se hicieron a partir del
material obtenido de un cultivo liquido positivo para Ureaplasma urealyticum y
procesadas para microscopia electrénica.

4.3 Métodos Estadisticos.

E! total de pacientes incluidos en el estudio (50) se dividid en 2 grupos
segun el resultado del diagnéstico microbiolégico. Mediante comparaciones
con prueba t de student para variables independientes y asumiendo que los
datos correspondian a poblaciones Gaussianas con igual SD, se procedid a la
comparacién de los parametros seminales (volumen, recuento, motilidad,

morfologia, vitalidad, recuento de leucocitos y macréfagos), y citomorfologia
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ultraestructural (alteraciones del segmento cefalico y flagelares). Se tomo como
significativa una diferencia estadistica con una p< 0.05.

El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa INSTAT/PC en
una computadora IBM PS/1.



CAPITULO YV

RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de los Pacientes Estudiados

En este estudio se evaluaron 50 pacientes con problemas de fertilidad
cuyas edades fluctuaron entre los 25 y 55 afios. Cuarenta y tres pacientes
(86%) acudieron por infertilidad primaria; 4 (8%) por infertilidad secundaria; y 3

(6%) por abortos de repeticién (ver Tabla |l1).

5.2 Cultivo Especifico de U. urealyticum

Tanto el cultivo especifico como la reaccion en cadena de la polimerasa
se realizaron para poder separar los pacientes en los dos grupos de que
consta el estudio, los resultados fueron comparados esperando obtener la
misma cantidad de identificaciones positivas de U. urealyticum con las dos
técnicas diagnoésticas.

26
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Por medio del cultivo especifico se logré identificar 12 casos de infeccion
causada por U. urealyticum. Sin embargo, por la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa se logré identificar a 14 pacientes con U. urealyticum positivo
(ver Figura 1), con estos resultados se constituyeron los dos grupos de estudio
a evaluar. El grupo con identificacién negativa de U. Urealyticum (grupo control)

consté de 36 pacientes y el grupo con identificacién positiva de Ureaplasma
urealyticum const6 de 14 pacientes.

Uu +

MM

Uu + Ureaplasma urealyticum

positivo
M = pUC19
622
5271
404—
Figura 1. Deteccion de Ureaplasma urelyticum por PCR en semen de

pacientes infértiles. La posicion de la banda de 461 pares de bases
correspondiente al germen se indica con una flecha.
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5.3 Parametros Seminoldgicos.

Para valorar si existian diferencias significativas en los parametros
seminolégicos entre los pacientes con PCR positivo y negativo, se llevé a cabo
la prueba de t student, tomando como aceptable una p<0.05 (ver Tabla IV).

El andlisis estadistico realizado en el seminograma estandar, mostré una
diferencia significativa entre los valores obtenidos para volumen, motilidad y
morfologia (ver tabla IV, Figura 2). Las medias de los valores del volumen para
pacientes infectados con U. urealyticum positivo y negativo fueron de 2.4 ml.
+/-1.12, y 3.2 ml. +/- 1.09 respectivamente, resultando un valor de t = 3.61 (p<
0.001); La motilidad (grado Il + lll), resultdé con valores medios de: 25.6% +/-
21.5 para el grupo positivo y 35.9% +/- 23.8 para el grupo negativo con un valor
de t = 2.26 (p< 0.02). Los extendidos espermaticos tefidos con la tincién de
Papanicolaou, se utilizaron para el estudio citomorfolégico seminal, evaluando
la morfologia espermatica segin los criterios estrictos de Kruger. Los
resultados obtenidos de esta evaluacidn fueron: Espermatozoides
morfolégicamente normales con un 24.07% +/- 21.33 en pacientes con la
prueba de PCR positivo y 33.89% +/- 18.62 en pacientes del grupo negativo,
resultando una diferencia significativa con un valor de t = 2.57 (p<0.01). En los
parametros de viabilidad y recuento espermatico las diferencias no fueron
significativas, aunque los pacientes con PCR positivos dieron valores mas
alterados que los pacientes con PCR negativo (ver Tabla [V).

En los aspectos de color, tiempo de licuefaccion, viscosidad, pH, y
aglutinacion espermatica no se observd ninguna diferencia entre los dos
grupos de pacientes estudiados.
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Figura 2. Parametros seminales con diferencia estadistica entre los grupos

de pacientes con diagnéstico positivo y negativo de Ureaplasma
urealyticum.

La comparacién por la prueba t para determinar si hay diferencias entre
los grupos de estudio en la cuenta de leucocitos y macrofagos en semen,
mostrd diferencia significativa dnicamente en la cuenta de leucocitos. Las
medias obtenidas fueron: 160 X 10° leucocitos/ml para el grupo negativo y
533x10° leucocitos/ml para el grupo positivo, con un valor de t = 2.93 (p <
0.005). En lo que respecta a la cuenta de macréfagos en semen, resulté que no
hay diferencia significativa entre el grupo positivo y el grupo negativo; las
medias obtenidas respectivamente fueron: 55x10° macréfagos/ml y 57x10°
macrofagos/ml con un valor de t = 0.08 (p< 0.93) (ver Figura 3).
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Porcantaje

PMN Céls. epiteliales  Fagocitosis esp.  Mycoplasma

Figura 3. Diferencia entre los hallazgos de la citologia seminal en pacientes
con diagnéstico de infeccion con U. urealyticum positivo y negativo

encontrados por microscopia electrénica de transmisién.

5.4 Evaluacion de las Observaciones Ultraestructurales.

Al analizar ultraestructuralmente la morfologia seminal de los pacientes
estudiados, se aprecid que tanto los pacientes con cultivo negativo como
positivo, presentaban alteraciones de la estructura fina del nacleo, acrosoma, y
pieza intermedia; observandose éstas en mayor cantidad en los pacientes con
cultivo positivo, tal y como se demuestra con la prueba t de Student. El grupo
PCR positivo presenté un promedio de 77.32% de segmentos anormales,
mientras que el grupo PCR negativo presentd un promedio 66.78% de
segmentos anormales. El analisis estadistico mostré que si hay una diferencia
significativa entre los dos grupos evidenciado por el valor de t = 3.97 (p<
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0.001). Como se mencioné anteriormente, los dos grupos de pacientes
presentaron alteraciones morfolégicas considerables, siendo éstas mas
evidentes en los pacientes con diagndstico positivo. De los segmentos
alterados se pudo comprobar que el nicleo fue el mas afectado (p< 0.005),
seguido por la presencia de autdlisis espermatica (p< 0.01) (ver Tabla V,
Figura4 ay bj. El segmento flagelar, aunque resulté mas alterado en el grupo
PCR positivo, no presentd una diferencia estadisticamente significativa.

Los hallazgos adicionales observados en el estudio ultraestructural (ver
Tabla VI, Figura 3), fueron la presencia de células epiteliales descamadas
abundantes del tracto urogenital lo cual se encontré en el 100% de los
pacientes PCR positivo, abundantes polimorfonucleares que en un tercio de los
casos presentaron fagocitosis espermatica (ver Figura 5). El hallazgo mas
importante fue la presencia de células micoplasmicas correspondientes a U.
urealyticum en el 43% de los pacientes con PCR positivo. Estas células se
observaron como estructuras electrodensas rodeadas de una membrana dnica
trilaminar y de contenido granular homogéneo, esféricas y de contorno regular.
Se localizaron tanto en el plasma seminal como adheridas a células epiteliales
y a células espermaticas sobre todo a los espermatozoides que presentaban
signos de autblisis o alteraciones morfolégicas (ver Figura 6). El segmento
espermatico de unién mas frecuente es el flagelar a la altura de la pieza

intermedia. Los hallazgos fueron consistentes con los resultados de PCR
positivo.
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Figura 4. (a,b) Micrografias electronicas de transmision de semen de pacientes
infértiles U. urealyticum positivo con alteraciones nucleares (N) y autélisis (A)
evidentes (3000 X).



Figura 5. (a, b) Micrografias electrénicas de semen de pacientes infectados con U.
urealyticum. Se observan polimorfonucleares activos (PN) y fagocitosis
espermatica (FE). (3000 X).
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Figura 6. (a y b) Micrografias electrénicas de semen de pacientes infectados con U.
urealyticum. Las células mycoplasmicas (flechas) se observan adheridas al
flagelo espermatico y a espermatozoides autolizados (12 000 X).
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TABLA I

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS

Numero de Pacientes 50

Edades 25-55 arios
* Infertilidad Primaria 43 (86)

* Infertilidad Secundaria 4 (8)

* Abortos de Repeticiéon 3(6)

* Se presenta el nimero de pacientes con el tipo de infertilidad o problema y
entre paréentesis el porcentaje del total que representan.



TABLA IV
PARAMETROS SEMINALES
Parametro Uu (+) Uu {-)
Volumen 24 ml+/-112 3.2ml+/-1.09 1=3.61 p<0.001
Motilidad 256%+-21.5 35.9% +/-23.8 t=226 p<0.02
(grado Il + |II)

Morfologia normal

Viabilidad

Recuento
espermatico

Cuenta de leucocitos

Cuenta de
macrofagos

24.07 % +/- 21.33

64.31 % +/- 21.94

48.5x10° esp/ml
+1-30.8 X10°

533X10° lew/ml

57X10* macr/ml

33.89 % +/- 18.62

60.00 % +/- 17.93

45 8x10° esp/ml
+/- 45.1x10°

160X10° lewml

55X10° macriml

t=257 p<0.01

t=063 p<0.53

t=0.86 p<0.55

t=293 p<0.005

t=0.08 p<0.93

36

Uu (+) Grupc de pacientes Ureaplasma ureelyticum positivo; Uu (-) Grupo de pacientes
Ureapilasma urealyticum negativo; esp/mi, espermatozoides por mililitro; lew/mi, leucocitos por

mililitro; macr/ml, macréfagos por mililitro.



TABLAYV

ALTERACIONES EN LA ULTRAESTRUCTURA

ESPERMATICA
Parametros Uu (+) Uu (-)
Segmentos 77.32 % +1- 15.1 66.78 % +/- 7.6 t=3.97 p<0.001
espermaticos
Nicleos 59.29 % +/- 12.4 51.81%+-137 =285 p<0.05
Autblisis 12.01 % +-6.25 9.9%+/-64 t=258 p<0.01
Descondensacion 9.1%+/-20 8.9% +-45 t=028 p<0.77
cromatinica
Acrosoma 6.07 % +/- 3.56 5.33% +- 3.41 t=1.08 p<0.28
Flagelos 11.11% +/- 6.16 9.7% +/- 5.07 t=132 p<0.19
Pieza intermedia 7.42 % +/- 3.42 6.97% +/- 3.64 t=064 p<0.52
Pieza principal 3.67% +/-1.34 2.72% +/- 3.38

t=134 p<0.18

Uu (+) Grupo de pacientes Ureaplasma urelylicum positivo
Uu (+) Grupo de pacientes Ureaplasma urealyticurn negaiivo

37



38

TABLA VI

HALLAZGOS ADICIONALES EN LA CITOMORFOLOGIA

SEMINAL
Uu (+) Uu (-)
Células epiteliales descamadas 100 % 27.7 %
Células fagociticas 100 % 3B88%
Fagocitosis espermatica 2147 % 5.5 %+
Presencia de células mycopldsmicas 42.86 % 0

Comparacion de la presencia de otras células en el semen de los pacientes
estudiados observados por microscopia electronica de transmsion.

Uu {(+) Grupo de pacientes positivos a Ureaplasma urealyticum
Uu (=) Grupo de pacientes negativos a Ureaplasma urealyticum



CAPITULO VI

DISCUSION

En los dltimos aios cada vez se reconoce mas la importancia que tienen
las infecciones urogenitales en la reproduccion humana. Ureaplasma
urealyticum es un microorganismo de dificil aislamiento ya que su tamaifio,
estructura celular (carece de pared celular) y pleomorfismo le permiten pasar
inadvertido a los estudios microbioldgicos utilizados comunmente. La infeccidn
causada por este germen en las vias urogenitales es del tipo inespecifico ya
que no ocasiona un cuadro clinico caracteristico, por lo que su presencia
puede pasar inadvertida por mucho tiempo, con el consecuente riesgo de
irreversibilidad del dafio que ocasiona. Este microorganismo ha sido implicado
en patologia del tracto reproductor como infertilidad y aborto espontaneo;
tambien como causa de prematurez, bajo peso al nacimiento, incremento de la
morbilidad y mortalidad perinatal ® * * 3 A(n falta evidencia fehaciente de
que el germen Ureaplasma urealyticum sea causa potencial de alteraciones
seminolégicas e infertilidad en el varon (Cassel y ¢ols. 1993)°.

En este estudio evaluamos las alteraciones seminolégicas y

ultraestructurales en pacientes con infertilidad de causa no conocida, en los

cuales se pudo comprobar mediante PCR la infeccién por U. urealyticum.
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Se identificaron mas casos de infeccion por U. urealyticum por PCR que
por cultivo especifico, resultados similares a los obtenidos por Teng y cals. %.
La menor deteccién por medio del cultivo puede ser atribuida al menos en parte
a las dificultades ya conocidas en el aislamiento de U. urealyticum®. La
diferencia puede también estar relacionada a posibles efectos del ambiente
como cambios de temperatura durante la recoleccién ¢ incubacion de la
muestra, la presencia de oftros microorganismos o las caracteristicas
bioquimicas del espécimen.

Los medios de cultivo no pueden detectar microorganismos que mueren
antes de la incubacién, mientras que el DNA de microorganismos muertos
puede ser muy bien detectado por PCR. Debido a su gran sensibilidad y a su
menor dependencia de un cuidadose manejo de las muestras entre la coleccion
y la incubacion, la PCR tiene la ventaja de la rapida obtencion de resultados.
El tiempo de ensayo se reduce de 2 a 3 dias por cultivo a 1 o 2 dias por PCR.
Considerando estos argumentos y los resultados obtenidos en esta Tesis
podemos afirmar que la PCR ofrece un rapido y mas especifico diagnéstico de
la infeccién por U. urealyticum que el cultivo.

Consideramos relevante el diagnéstico molecular de U. urealyticum en
semen humano realizado en este trabajo, como una contribucién a la
investigacién microbioldgica de las IGU. Hasta ahora en esos casos la
deteccion de U. urealyticum por PCR se ha realizado en especimenes como
orina*' y exudado uretral®®, pero el estudio en el liquido seminal en el varén
infértil puede resultar de mayor utilidad por ser el sitio donde el germen
afectaria de manera directa a la fertilidad.

Para evaluar el impacto de la presencia de infeccién por U. urealyticum
en el tracto genital masculino, nosotros estudiamos la calidad del eyaculado de

pacientes con y sin infeccidon comprobada de éste germen. Los pacientes con
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infeccion presentaron una disminucién significativa en el volumen seminal,
motilidad, y porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales. Otros
parametros como viabildad y recuento espermatico también resultaron
disminuidos aunque no con la significancia requerida para este estudio (p<
0.05). Nuestros resultados confirman los obtenidos por otros investigadores
como Fowlkes (1975)", y MacLeod y Gold (1951)*. Los cambios provocados
sobre la calidad del semen pueden deberse a la permanencia latente e
indetectable del germen en el tracto reproductor. Es posible que los
mycoplasmas puedan contribuir a la infertilidad masculina por un efecto directo
en la motilidad espermatica, resultante de la adherencia de estos organismos al
espermatozoide (Xu, 1997)%% . La asociacién fisica del Ureaplasma con el
espermatozoide fue confiirmada en esta Tesis y es respaldada por
investigadores como Gnarpe y Friberg®’; Fowlkes y cols.?'; Busolo y cols. *;
Svenson y O'Leary ®; asi como Xu y cols.® Estos Ultimos evaluaron también
los efectos del germen en el tejido testicular observando la formacién de
células gigantes multinucleadas, exfoliacion de células germinales e induccion
de fagocitosis espermatica. Engel y Baumann en 1979%, aislaron Ureaplasma
urealyticum de tejido testicular humano evidenciando que la infeccién puede
ascender hasta el tracto genital superior.

En el analisis de ultraestructura de la pastilla seminal pudimos confirmar
la asociacién fisica de los mycoplasmas y el espermatozoide humano en el
43% de los pacientes con diagnostico positivo. Nuestra descripcion
ultraestructural de U. urealyticum concuerda con las realizadas anteriormente

por otros investigadores'-?'.

Adicionalmente nosotros logramos su
caracterizacion, comparandola con micoplasmas obtenidos de un medio de
cultivo positivo y procesado para microscopia electronica de transmision. El
hallazgo de células fagociticas fue una constante en todos los pacientes con
infeccion por ureaplasma, y se comprobé fagocitosis espermatica en el 21% de

ellos; esta fagocitosis se produce principalmente en células con alteraciones
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morfoldgicas (en nuestro caso las alteraciones mas importantes fueron del
nacleo y autdlisis espermatica), y espemmatozoides con mycoplasmas
adheridos.

La asociacién fisica entre estos gérmenes y el espermatozoide humano
puede afectar la capacidad reproductora por varias razones. Uno de esos
aspectos es la motilidad espermatica, ya que en los pacientes con la infeccién
se observd un deterioro mayor de la misma que en los que no se demostré
infeccion. Es posible que los mycoplasmas interfieran con el metabolismo
normal del espermatozoide y/o que su adhesion a la superficie de ellos
produzca un lastre hidrodinamico.

Por otra parte la adhesion fisica del ureaplasma al espermatozoide
facilita su transferencia al tracto reproductor femenino®. Donde (Horne y
cols.)*? se ha demostrado la reaccién inflamatoria del endometrio en asociacion

a cultivos de cervix positivos a U. Urealyticum.

Otros mecanismos a nivel molecular también se han argumentado para
explicar la patogenicidad del ureaplasma en pacientes infértiles. De Silva y
Quinn® reportaron la actividad de fosfolipasas A y C en la membrana de U.
Urealyticum, enzimas que pueden actuar como componentes tdxicos en el
progreso de la infeccion. Gnarpe y Friberg', reportaron que U. Urealyticum
puede producir una substancia semejante a neuraminidasa y puede interferir en
la fertilizacion.

Aunque en este estudio no se analizé la concurrencia de otros germenes
pudiera tener un potencial adyuvante para el deterioro de la calidad del semen

y la capacidad fertilizante de los espermatozoides.



CAPITULO VII

CONCLUSIONES

En base a lo anteriormente expuesto, podemos concluir lo siguiente:

1.- Se demostré por PCR la presencia de U. urealyticum en el 28% de los

casos estudiados, dos de los cuales fueron negativos en el cultivo
especifico. También se evidenciaron las ventajas de especificidad y tiempo

de la técnica de PCR para el diagnéstico de Ureaplasma urealyticum, sobre
los métodos habituales de cultivo

Las infeccion por U. urealyticum, puede pasar desapercibida si no se

emplea un método diagndstico altamente especifico y sensible.

La infeccion por U. urealyticum del tracto genitourinario contribuye de
manera importante a la alteracién de ciertos parametros seminoldgicos,
principalmente de |a motilidad, recuento y morfologia espermatica. Ademas
provocan la presencia en el semen de células epiteliales abundantes,
fagocitos en semen, y fagocitosis espermatica. Estos hechos vienen a
comprobar nuestra hipétesis de investigacion.
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4.- La falta de una clara asociacion entre la presencia de U. urealyticum y
algunos de los parametros seminales pudiera aclararse incrementando el

nimero de sujetos estudiados y descartando la concurrencia de otros
gérmenes asociados.
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APENDICE A

TINCION DEL FROTIS SEMINAL
(PAPANICOLAOU)

La extensién se realizé colocando una gota de semen en un
extremo de un portaobjetos. Posteriormente se extendié con un cubreobjetos,
se seco al aire y se fijo en etanol al 96% durante un minimo de 30 minutos. La
tincién se llevd a cabo de la siguiente manera:

Alcohol absoluto y Eter 1:1 30 minutos™
Alcohol 80% 10 inmersiones
Alcohol 70% 10 inmersiones
Alcohol 50% 10 inmersiones
Agua 10 inmersiones
Hematoxilina de Harris 5 minutos
Agua 10 inmersiones

Alcohol acidulado (HCI al 0.5% en alcohol 50%) 1 inmersion

Alcohol al 50% en agua 10 inmersiones

Alcohol al 70% en agua 10 inmersiones

Alcohol al 80% en agua 10 inmersiones

Alcohol al 96% en agua 10 inmersiones
Colorante Orange G 6 10 minutos

Alcohol 86% en agua 10 inmersiones (3 veces)

EA 65 2-5 minutos



Alcohol 96% en agua 10 inmersiones
Alcohol 86% en agua 10 inmersiones
Alcohol absoluto 10 inmersiones
Alcohol absoluto-Xilol 1:1 10 inmersiones
Xilol 10 inmersiones (2 veces)

Para el montaje, la preparacién se cubrié con un cubreobjetos usando

resina Entellan (MERCK) para el sellado. Se dejé secar y se analizé al
microscopio a 1000 X.
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PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
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APENDICE B

PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

Posterior a la licuefaccién, el semen se colocé en un tubo cénico graduado
de vidrio 15 ml se lavd con 10 ml de buffer de fosfatos 0.2 M, pH 7.4,
mezclando de manera suave y se centrifug0d durante 15 minutos a 1 200

r.p.m.; en muestras hiperviscosas, este lavado se realizd 3 veces.

La pastilla seminal obtenida se colocd en 10 ml de glutaraldehido al 2.5% vy
se incubd 3 horas a 4°C, después de lo cual se substituyé el fijador por
buffer de fosfatos, recambiandolo dos veces mas.

La pastilla se transfirié a un vial de vidrio de 5 ml y se agregé tetradxido de
osmio 1% en buffer de fosfatos de nuevo a 4°C durante 1 hora para la
posfijacion; después de esto se reemplazé el fijador por buffer de fosfatos,
que se recambié nuevamente dos veces.

Una vez fijada la pastilla seminal, se realizd la deshidratacién con acetona
(acuosa) al 50%, 60%, 70%, 80%, y 90% durante 5 a 10 minutos cada uno.

Para después cambiar a acetona absoluta realizando 2 0 3 cambios de 5 a
10 minutos.

Para la infiltracién se realizaron 2 cambios de 1 hora cada uno con acetona-
resina 1:1 a temperatura ambiente. Despues de ese tiempo la pastilla se
past a Epon 812 (mezcla de resinas, tabla Il) durante una hora en una
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estufa a 60°C. Por ultimo se realiz6 otro cambio para su inclusién con resina
pura incubandose en una estufa a 60°C durante 24 horas. La mezcla
empleada para obtener la resina de inclusién fue la siguiente:

RESINAS CANTIDAD
Epon 16 mililitros
DDSA 10 mililitros
NMA 9 mililitros
DMP 30 1% 4-5 gotas

DDSA: Dodecenylsuccinic Anhidride
NMA : Nadic Methyl Anhidride
DMP 30: Tri(dimethylaminomethyl)phenol
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APENDICE C

ESQUEMA DE REACCION Y PROGRAMA DE AMPLIFICACION
PARA LA PCR

Esquema de reaccion utilizado para obtener la mezcla de reactivos
optimos en la amplificacion del DNA.

Reactivo Volumen (ul)
Buffer Taq 10 X 5.0
Iniciador | 5pM 5.0
Iniciador Il 5uM 50
DNTP's 10 mM 1.0
MgCl> 25 mM 25
Taq Polimerasa 5 U/pl 10
H>O ultrapura 17.5
Muestra (DNA blanco) 13.0

* El volumen total de reaccion es de 50 pl.
* * El volumen de muestra es el calculado para obtener 250 ng de DNA

El Programa de amplificacion de nombre UUR que se utilizd en este
estudio es el siguente:

Accion Temperatura(°C) Tiempo

1- Desnaturalizacién prolongada 94 5 minutos

2- Desnaturalizaciéon 94 30 segundos

3- Apareamiento 54 30 segundos

4- Extension 72 1 min. 30 segundos
9- 30 veces al 2

6- Extension prolongada 68 5 minutos
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HISTORIA MEDICA-INFERTILIDAD CONYUGAL

DATOS DE IDENTIFICACION Fecha: 61
NOMDI e, Edad:_ _________
Nombre de la pareja: ——— Edad: . ___ _____
Direccion: Teb o o
Médico que o refiere: Institucion:
Ginecélogo: —_—_ Dx.Ginecoiogo:
Duracién de la relacidn._ _ . __ Fecha de suspension del tx anticonceptivo:
Duracion de ia infertmdad: —— —— £uad del ultimo hijo.

PACIENTE MASCULINO

Descnba su empieo actual: puesto(s), ubicacidn, descripcidon breve de actividad, antigiiedad:

—_— o —— e e

iEsta usted o ha estado expuesto a uno de los siguientes fendmenos durante su empleo 0 sericio miitar?

0O calor O Soiventes ] Humos toxicos 3 Pinturas
[J Anestésicos O Gasoiina O Radiaciones O Pesticidas 6
O Estres O Otros. Precise: i insecticidas
Especifique: - _ S

ANTECEDENTES MEDICOS:

Peso ________ Estatura ________ (Perdid mas de 10 kgs. e! ano pasado? .. S[:I] E?

;Tiene habitos especiales de nutriciON? ... ... ..o o oo O O

Precise cudles: : e _ _

iPractica alguna clase de ejercicio? (Describir):

Ejercicio: __________ Horas/Semana: __________ Edad: __ _________

Ejercico: __ ——w MHoras/Semana: _____ Edad: ____________

¢Acostumbra i al sauna o0 tomar bafios de vapor? ... Ll 0 0O

iSe le ha practicado alguna operacién quirirgica en la pélvis? .. O O

Precise la fecha y el tipo de operaciére: ____ _________ __ _______ __ _______

iTiene o ha tenido usted...? {marque los cuadros correspondientes):

O Aalergia O Enf.cardiaca O] Hipertension Arterial O prostatitis

O Anemia O epitepsia {J Infeccidn parasitaria 3 Rubedla

O Amigdalitis 3 Fibrosis quistica O infeccién urinaria [ sarampién

O Artritis 3 riebre escarlatina O infeccibn venérea O sifiks

3 Bronquitis cronica O Fiebre reumatica {3 Leswon testicular {1 sinusitis

O Cancer [ Flujo de leche por pechos [1 Neumonia 0O fraumatism.genital

[0 Cefaleas crénicas [0 Gastritis O Parotiditis O Tuberculosis

O cColitis [ Gonorrea 3 parotiditis con orqustis =~ [J  Tumor testicuiar

(] Diabetes 0 Hepatitis [2 problemas neurclogicos  [J Ukera géastrica

[] Dolor en pechos O Herpes [J Problemas tiroideos O variceta

Owos: __ _____ __________ e e O uretristis no
gonocicica

Especifique:
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