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ABREVIATURAS

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ETS: Enfermedades de Transmision Sexual

UCC: Unidades Cambiadoras de Color

PPLO: Organismos productores de pleuroneumonia

RNA: Acido ribonucleico

DNA: Acido desoxirribonucleico

NGU: Uretritis no gonococica

TEM: Microscopia Electronica de Transmision

SEM: Microscopia Electronica de Scanning

FIV: Fecyndacion "in vitro"

CMI: Concentracion minima inhibitoria
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I1.- Introduccién

El liquido seminal transporta una amplia variedad de microorganismos saprofitos
procedentes de colonizacion de distintos tramos del aparato urogenital masculino. En
ocasiones, pueden encontrarse entre ellos bacterias potencialmente patogenas e
incluso patégenas reconocidas sin manifestaciones clinicas de infeccion, de manera
que podemos hallarnos ante varones infértiles asintométicos con colonizacion
bacteriana.

El problema de la infeccion genital masculina y su relacion con la infertilidad es un

tema controvertido y bastante estudiado hasta e/ momento actual, aunque siguen sin
existir soluciones concretas.

Ureaplasma urealyticum es uno de los microorganismos implicados en esta polémica

mds frecuentemente aislado de varones asintomdticos infértiles. Su incidencia entre
fa poblacion, no sélo masculina, sino femenina, ha aumentado de forma alarmante en
los uftimos arfios, paralelamente al incremento de los casos de infertilidad.

Segun los uftimos datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS}
referentes al ano 1980, el numero de infecciones debidas a Enfermedades de
Transmision Sexual (ETS)}, se eleva a 250 millones, aunque no existe constancia de
la proporcion debida a ureaplasmas.

Si a este dato anadimos que el 15% de las parejas sufren infertilidad, siendo un
gran tanto por ciento de eflas de etiologia infecciosa, creemas que el estudio de /a
infeccion genital masculina y su relacion con la infertilidad masculina justifica esta
tesis en la que concretamente se implica a Ureaplasma urealyticum.

Para conocer cual puede ser la influencia de los ureaplasmas en los pardmetros
espermdticos y por ende, en la infertilidad masculina, hemos disefiado una serie de
experiencias basadas en la contaminacidn "in vitro” de eyaculados normales por
concentraciones conocidas de ureaplasmas, valorando fas alteraciones producidas en
los espermatozoos a distintos tiempos de incubacion con el microorganismo.
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De esta forma, comprobamos en primer lugar variaciones de pargmetros
espermdaticos como consecuencia de la contaminacion, teniendo en cuenta, por una
parte, el tiempo de contacto entre el espermatozoo y el microorganismo, y por otra la
concentracion de este ultimo en relacion con el numero de espermatozoos.

El estudio de la infertilidad masculina, cualquiera que sea su etiologia, comienza con
un andlisis del eyaculado con el fin de evaluar la capacidad fecundante de los
espermatozoos. Y esta capacidad esta basada, principalmente, en el andlisis de tres
pargmetros principales: el ndmero de espermatozoos de un eyaculado, el tanto por
ciento de los mismos que poseen una movifidad de progresion rectilinea {denominada
+ + +/, v el tanto por ciento de formas morfolégicamente normales.

El numero de espermatozoos es un parametro invariable en este trabajfo, va que
hemos utilizado concentraciones conocidas para adaptarfas a un namero determinado
de ureaplasmas (Unidades Cambiadoras de Coloro U.C.CJ. Sin embargo, la movilidad
y morfologia espermdticas son parametros que valoramos al contaminar los
eyaculados, dada su gran importancia como indice de fertifidad. Por otra parte, hemos
introducido un tercer factor indicativo de viabilidad espermdtica con el test
Hipoosmdtico o de Endosmosis celular, con el cual se detectan alteraciones en /a
permeabilidad de la membrana espermdtica al ser sometidos los espermatozoos a un
chogque hipoosmdtico. Con ello podremos también conocer como se afecta fa
permeabilidad de la membrana espermatica en contacto con los ureaplasmas.

Por consiguiente, los parametros espermaticos que se valoran tanto en los grupos
control de rmuestras sin contaminar, como en los problema (las mismas muestras con
concentraciones conocidas de ureaplasmas) son:

-Movilidad activa

-Permeabilidad de la membrana

-Morfologia
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En segundo lugar, y para comprobar la influencia de los antibioticos en los
ureaplasmas y en los espermatozoos, realizamos la experiencia en condiciones
similares a las descritas anteriormente, pero incluyendo ademds otra linea con
espermatozoos, ureaplasma y antibiotico.

Por ultimo, fa comprobacion mds evidente de la relacion entre ureaplasmas y
alteraciones espermdticas seria la unién fisica entre ambos, para lo cual hemos
visualizado a Microscopia Electrénica de Barrido muestras de espermatozoos incubadas
durante 24 horas con Ureaplasma urealyticum.

Con este modelo "in vitro” de contaminacion de eyaculados hemos intentado
aproximarnos al modelo fisiolégico de infeccion por el microorganismeo para que, en
caso de comprobar alguna alteracion espermadtica, evitar la influencia de cualquier otra
circunstancia que pudiera enmascarar la pérdida de viabilidad espermadtica. El hecho
de tener en cuenta el tiempo necesario para producir afteraciones, asi como ef niumero
de microorganismos por espermatozoo necesario para producirlas, nos podré orientar
acerca de cuales son las condiciones necesarias para la alteracion de la viabilidad
espermadtica.

Es necesario tener en cuenta, que cuando valoramos el titulo de ureaplasmas en una
muestra de semen ureaplasma positiva es importante conocer la cantidad de
microorganismos en relacion con el numero de espermatozoos,por lo cual en este
trabajo presentamos la concentracion bacteriana como numero de ureaplasmas por
espermatozoo.

Asi mismo, si comprobamos algun tipo de alteracién espermética debida a los
ureaplasmas, asi como el efecto que sobre los mismos ejerce el antibiético de eleccién
“in vitro", es imprescindible el conocimiento de la concentracién bacteriana a partir de
la cual se producen lesiones espermdticas.
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£n cualquier caso, un mejor conocimiento de /a influencia de los ureapfasmas en fos
espermatozoos, asi como la terapia antibidtica de eleccion en cada caso, repercutird
indudablemente en el sentido econémico del tratamiento de la infertilidad de origen
infeccioso. Y demostremos o no algun tipo de alteracion espermética, cualquier
resultado nos ayudara a esclarecer el papel que ejercen estos microorganismos.

Ef objetivo final de esta tesis es orientarnos acerca de la polémica actuacion de los
ureaplasmas en la infertilidad masculina.

Actualmente persiste todavia un porcentaje muy elevado de varones con infertifidad
de origen desconocido, en los cuales no se ha valorado adecuadamente la influencia
de una infeccion por ureaplasmas ni el grado de afectacion, caso de existir tal
infeccion, del titulo def microorganismo.

La posibilidad de agilizar los tramites y tratamientos en las Consultas de
Reproduccion conociendo mejor la influencia de este microorganismo en la calidad
espermdtica, es, sin duda, uno de los fines principales de este estudio.
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2.1.- CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LOS MICOPLASMAS

El término "micoplasma” se ha empleado fundamentalmente para describir todos
los procariotas autorreplicantes con ausencia de pared celular (105). Estos
organismos, llamados anteriormente organismos productores de pleuroneumonia
{PPLO)} (debido a que el tipo original aislado en 1898 causaba pleuroneumonia en la
vaca)l, pertenecen taxonomicamente a la clase de los Mollicutes {"piel blanda ") familia
Mycoplasmataceae (106).

El género Mycoplasrma comprende mds de 60 especies, incluyendo todas fas
especies pardsitas humanas, a excepcion del género Ureaplasma, que contiene una
unica especie: Ureaplasma urealyticum, lfamado anteriormente como T-mycoplasma,
y separado del género Mycoplasma por su capacidad unica de hidrolizar la urea. El
nombre de micoplasma deriva del aspecto filamentoso, a menudo con estructuras
ramificadas parecidas a los hongos, de las colonias (115).

Shepard aislé pequerias colonias de micoplasmas, morfolégicamente distintas de las
descritas previamente como PPLO, al examinar los cultivos de agar de exudados
uretrales de varones con uretritis no gonocdcicas (118).

Todos los micoplasmas poseen /as siquientes caracteristicas en comun.

a) Pueden desarrollarse en cultivos artificiales

b) No poseen pared celular

c) Dependen de los esteroles para su adecuado crecimiento.

d) Ef crecimiento de los micoplasmas no es inhibido por antibioticos que
inhiben la sintesis de la pared celular,
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Existen dos teorias originales en cuanto al origen de los micoplasmas. En primer
fugar se consideraron descendientes directos de bacterias muy primitivas que existian
antes del desarroffo de la pared ceiular, con base en peptidoglucanos o formas
degenerativas de eubacterias, siendo asi productos relativamente tardios de fa
evolucion. En segundo lugar, por analisis comparativo de la secuencia de RNA
ribosomal, se ha encontrado que los micoplasmas tal vez provienen del grupo Bacillus-
Lactobacillus de bacterias gram positivas. Sus pequenas dimensiones tal vez se deban
a deleciones de parte del genoma que no eran necesarias para la supervivencia del
nicho ecologico (95).

Se han descrito mas de 100 especies de micoplasmas como parasitos de plantas
y animales. Sin duda hay mas especies en la naturaleza, pero no se han cuftivado
porque se conocen poco sus requerimientos de crecimiento. Hay 10 especies de

micoplasmas ademds de Ureaplasma urealvticum vy Acholeplasma faidlawij,
relacionadas con seres humanos (20,88) (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Mollicutes hallados en asociacion con humanos.

Mycoplasma pneumoniae M.primatum

M. salivarium M. fermentans

M.orale M.haminis

M.buccale M. geninalium

M. faucium Acholeplasma laidlawii

M._lipohilum Ureaplasma urealyticum
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Los micoplasmas genitales humanos incluyen principaimente, Mycoplasma

hominis, _Mycoplasma _genitalium, Mycoplasma fermentans _y__U.urealyticum.
M.fermentans ha sido aislado del tracto genital demasiado infrecuentemente como

para permitir un estudio adecuado de su capacidad como patégeno (108). Un
microorganismo idéntico ha sido aislado asociado al HIV recientemente (Casell,
Comunicacién personal a F.Baquero, 1991). M.genitalium es de relativamente
reciente identificacion y no ha sido estudiado muy exhaustivamente como para
establecer su patogenicidad (94]).

Por eso, las principales especies y mejor estudiadas como patégenos genitales
humanos han sido M_hominis y Ureaplasma urealyticum.

2.1.1.- CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE U.urealyticum

Los ureaplasmas son l0s organismos vivos mds pequerios que se conocen, capaces
de atravesar filtros que retiene bacterias. Se describen como organismos fiftrables ,
una propiedad que comparten con los virus. Muchos micoplasmas atraviesan filtros
de membrana con un diametro medio de poro de 0,22 u, siempre gue se aplique una
presion de filtracion adecuada. Se cree que esta caracteristica de filtracion estd
relacionada con la plasticidad de /la célula, ya que son organismos altamente
pleomorficos. Es decir, la presion elevada les "empufa” a atravesar poros muy
peguernos (116].
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Como el resto de los micoplasmas, son organimos que no poseen pared celufar como
las verdaderas bacterias. El citoplasma estd delimitado por una membrana plasmadtica,
la estructura mds externa de la célufa.

La membrana externa es una membrana citopldsmica trilaminar constituida por
proteinas y lipidos.

Aparentemente el citoplasma no contiene organulos membranosos, aunque [os
ribosomas estdn presentes en forma de grdnulos citoplasmicos, también contienen
RNA mensajero y transferente.

Se consideran que son gram-negativos, aunque se tinen pobremente o no lo hacen
con los procedimientos habituales de tincion.

Ureaplasma urealyticum es un procariota con un cromosoma circular bicatenario de
DNA, el tamarno del genoma es aproximadamente la quinta parte del de Escherichia
cofi, lo que delimita su capacidad a I0s procesos metabolicos y sintéticos. El contenido
de guanina mads citosina (G + C), un reflejo de la cantidad de informacién que suele
portar el genoma, es muy bajo (25 a 34%). Debido a esta simplicidad, el genoma de
los micoplasmas codifica sélo de 400 a 500 proteinas diferentes.

La colonia tipica de ureaplasmas es pequenia, de 10 a 25 u de didmetro
aproximadamente. Muchas veces tienen una morfologia caracteristica, la denominada
cofonia en forma de "huevo frito", que presenta una zona central densa y una periferia
delgada y translucida. Las células situadas en el centro de la colonia estan dentro de
la matriz del agar, y crecen hacia el interior del medio. La zona periférica no siempre
es visible.Este hecho se observa sobre todo en M.hominis (Fotografia 1).
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Fotografia 1.- Colonias de Micoplasma hominis con
la tipica forma de "huevo frito". .
(100 x)
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Ureaplasma no es de metabolismo fermentativo, y necesita colesterol quizds
para contribuir a la fluidez de la membrana. Ademas necesitan un pH de 5,5 a 6,5 y
una temperatura de + 37° C para crecer en condiciones dptimas. El crecimiento
requiere CO2. Es el mds microarofilico de todos los micoplasmas.

Ureaplasma urealyticum es el unico microorganismo conocido que utiliza urea, un
producto terminal del metabolismo en muchos organismos superiores, como fuente
de energia. Transforma la urea en amonio, lo cual se detecta con la incorporacién de
un adecuado detector del cambio de pH al medio. (80, 105) (Fotografia 2)

Fotografia 2.- Viales con U.urealyticum en medio

liquido (Urease Color Test Broth)
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Ford y MacDonald (37) estudiaron /a influencia de la urea en el crecimiento de los
ureaplasmas, estableciendo las concentraciones dptimas de urea que deben ser
anadidas a un medio de crecimiento de rutina, e indicaban que tanto el fin de /a
produccién de la hidrolisis de la urea (iones amonio) como la subsecuente
alcalinizacion del medio, inhibian fa multiplicacion de ureaplasmas y también reducen
su viabilidad en el medio.

Por otra parte, el crecimiento de los ureaplasmas estd limitado sélo por las mds
bajas concentraciones de urea presentes en el medio de crecimiento. Incrementando
fas concentraciones de urea se mejora sélo el numero de microorganismos en términos
de Unidades Cambiadoras de Color (U.C.C), pero la viabilidad decrece rdpidamente
{cuando los cultivos alcanzan el pico de crecimiento), debido a la alta produccion de
iones amonio y a /la alcalinizacion delf medio. La urea, por eso, parece ser uno de los
factores necesarios para el crecimiento de los ureaplasmas, pero no el unico (67).

Se reproducen por fision binaria, pudiendo crecer en medios libres de células. La
resistencia al calor es similar a la mayoria de las bacterias y se destruyen por
exposicion a +45° C durante 15 minutos.

Dada /la /limitada cantidad de informacién genética que portan estos
microorganismos, tienen capacidad biosintética muy limitada. Su cultivo "in vitro”
requiere por lo tanto medios complejos que proporcionan nutrimentos preformados.
£l suero es un componente esencial de los medios de cultivo para rmicoplasma, pues
provee dcidos grasos y colesterol.

Ureaplasma urealyticum coloniza superficies celulares del sistema respiratorio y

tracto genitourinario y no se indroduce en fas células del revestimiento epitelial. La
capacidad para adherirse estrechamente a las células eucaridticas a través de lugares
especificos de union en la superficie bacteriana es esencial para su parasitismo (122).

El ureaplasma obtiene una ventaja nutricional de los metabolitos que estan
concentrados en la superficie de la célula huésped; probablemente también puede
utilizar fos flipidos vy ef colesterol de fas membranas de /a célufa hudsped. De este
modo, fa colonizacién y su multiplicacion pueden incrementarse por la disponibilidad
de nutrientes y metabolitos esenciales.
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2.1.2.- CONDICIONES DE RECOGIDA, CULTIVO E IDENTIFICACION.

Los micoplasmas requieren unas condiciones especiales de recogida, cultivo e
identificacion (24}, que impiden que todos los Laboratorios de Microbiologia se
dediquen a su aislamiento. Ef éxito en los métodos de recogida varian dependiendo el
organo en particular o lugar en el que se obtenga la muestra, y con las condiciones
bajo las cuales las muestras son transportadas para el procesamiento en el laboratorio.
Las muestras pueden ser inoculadas directamente en medio de crecimiento, pero en
la mayoria de los casos se utifiza un transporte especializado en el momento de /a
recogida. Las muestras de fluidos tales como el semen o /la orina, se colocan en medio
de transporte o,si el volumen es bastante grande como para que no se produzca la
evaporacion de la muestra, puede mandarse directamente al laboratorio.

Debe prestarse atencion al tipo de torundas utilizadas para la recogida de muestras,
ya que algunas pueden contener sustancias que impidan el crecimiento (102). Es
obvio que deben mantenerse condiciones de asepsia durante la recogida de las
muestras, aunque deben evitarse antisépticos y lubricantes que puedieran afectar
adversamente a los cultivos.

Las muestras colocadas en el medio de transporte deben de mantenerse a +4° C
Si transcurren unas horas antes de inocularse en el medio de culitivo (25).

Los cuftivos no conservan la viabilidad méds alld de 48 horas en condiciones
adecuadas.

Existen un amplio rango de técnicas para serotipar los Mollicutes (104,137). Los
trabajos realizados con M.hominis y U.urealyticum han originado fa identificacidn de
mulitiples serotipos, como minimo 8 para M.hominis v 14 para U.urealyticum (6,78).
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2.2.- EPIDEMIOLOGIA Y PROBLEMA SOCIAL

En 1.937, Dienes (32} aislé por primera vez micoplasmas de un abceso de la
gléndula de Bartholino,y desde entonces se han  muitiplicado fos estudios
(14,20,30,63) relacionados con la actuacion de estos organismos en el tracto genital
masculino y el interés por determinar el papel que juegan en la etiologia de la
infertilidad del varén, papel que, por otra parte es hoy aun motivo de controversia y
no bien establecido.

2.2.1.- FUENTES DE AISLAMIENTO DE Ureaplasma  urealyticum Y
PATOLOGIAS ASOCIADAS.

Ureaplasma urealyticum se aislo por primera vez en el varon de la secrecion uretral
de hombres con uretritis no gonocdcica en 1954 (112).

Los ureaplasmas pueden aislarse frecuentemente de la orina, surco balano prepucial,
meato uretral, prostata y semen en el varén (85,137).

Los primeros estudios realizados, que datan de 1875-78,(61, 101, 114} demaostraron
fa colonizacion de uretra y préstata por ureaplasmas, sustentando la hipdtesis de que
los micoplasmas pueden causar urelritis no gonocdécica . Hay que distinguir, sin
embargo entre colonizacion y patologia, ya que la primera no implica necesarariamente
la sequnda, y podemos encontrar tasas de micoplasmas en el tracto urogenital que,
por debajo de 10° U.C.C/ml representan parte de la flora urogenital (90).

Sin embargo,la prueba mds convincente de la participacion de U.urealyticum en
esta patologia, proviene de un estudio en e/ que dos investigadores se inoculfaron ellos
mismaos cultivos puros de ureaplasmas intrauretralmente (134} . Ambos desarrollaron
sintomas urogenitales y un aumento de ocho puntos en la titulacion de anticuerpos
séricos contra Ureaplasma.
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Cuadro 2.- Fuentes principales de aistamiento de Ureaplasma urealyticum en el

varon, v pateologias asociadas.

LOCALIZACION PATOLOGIA

Orina Prostatitis, uretritis
Pielonefritis

Meato uretral, uretra Uretritis no gonocdcica

Prostata Prostatitis

Semen Infertilidad (?)
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En un estudio elaborado por Toth en 1.987 (142) se aisic Ureaplasma con mayor
frecuencia en pacientes con uretritis no especifica y/0 gonorrea, que de pacientes
fértiles o sin historia previa de infeccién genital. Asi mismo,otros autores (61,83,101)
también encontraron ureaplasmas en cultivos de pacientes con uretritis no especificas,

Sin embargo, la mayoria de los estudios posteriores a 1973 no presentan datos
cuantitativos (101, 135), y por tanto constituyen resultados contradictorios en cuanto
a fa patogenicidad de U.urealyticum.

Si los ureaplasmas participan en el proceso patoldgico, parece razonable esperar
encontrarlos en mayor numero que si hubieran tenido sélo una intervencion como
microorganismaos comensales (85).

En este sentido, cuando Bowie et al (3) emplearon técnicas cuantitativas de cultivo
de ureaplasmas, encontraron cifras mayores en hombres con uretritis no gonocdcica
(NGU] negativa para C.trachomatis que en fos de un grupo control,grupo asintomatico

randomizados para experiencias sexuales iguales.
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Collen y Mardh (27) aislaron M.hominis en el 10% de las muestras uretrales
tomadas de 60 varones con prostatitis cronica no bacteriana, pero 10s resultados
fueron totalmente negativos en 20 individuos asintomaticos.

Hofstetter (58) aislo M.hominis de muestras de biopsia prostdtica obtenidos de
individuos con prostatitis crénica. En ningun caso se puede diferenciara
inequivocamente entre colonizacion e infeccion.

De forma simifar para U urealyticum, Weidner y colaboradores (150) aislaron
microorganismos en la primera porcion de la orina en el 55% de varones con
prostatitis cronica, pero cuando se realizo el estudio en 108 varones sanos solo se
aislo en las mismas condiciones en un 22% de las muestras. Se encontro una cifra 10
veces mayor en la titulacion después del masaje prostatico en individuos con

prostatitis crénica.

Brunnery cofaboradores (14) encontraron titulaciones elevadas de U.urealyticum en

secreciones prostdticas obtenidas por masaje y en la orina posterior al rnismo en 82
de 597 (14 %) pacientes con prostatitis cronica. Estos individuos fueron tratados con
tetraciclina durante 14 dias y ef 86% (61 casos) estaban libres de sintomas y con
desaparicion de [los microorganismos entre la primera y fa segunda semanas
posteriores al final del tratamiento . De los 17 sufetos con sintomas persistentes, siete
presentaban obstruccion importante del cuello vesical. Debe enfatizarse el hecho de
que este estudio no traté a los comparieros sexuales de los pacientes ni tampoco se
investigd Ureaplasma urealyticum en cuanto a la resistencia a tetraciclina que se sabe
ocurre en un 10% de los que se aislan (138) . Sin embargo este estudio proporciona
las pruebas mas convincentes hasta fa fecha de que los ureaplasmas participan el la
prostatitis cronica.
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Los puntos de localizacién de Ureplasma urealyticum en la mujer son generalmente
orina, meato uretral (75) , vagina y cervix (86, 107).

Sin embargo, también se han aislado micoplasmas de abcesos tuboovaéricos (12).
Las lesiones encontradas en ciertas muestras de biopsia endometrial han sido
atribuidas a infeccion por ureaplasmas (62), asi como se han asociado a salpingitis y
esterifidad tubarica (46,55, 125).

Estos agentes infecciosos también se han implicado en abortos espontaneos
(42,103), corioanmionitis (52]) y bajo peso del recién nacido (12}

Todavia son mucho mas escasas las pruebas de una participacién de U.urealyticum
en la Enfermedad Inflamatoria Pélvica. Aunque en algunos casos se han encontrado
titulaciones elevadas de anticuerpos durante la infeccion y se ha aislado el
microorganismo de: cavidad endometrial, las trompas de Falopio 0 de ambos sitios,
en pacientes con fase aguda. Sin embargo, se desconoce si esto refleja
contaminacion, colonizacion de fa mucosa de tejidos dafiados, 0 invasion verdadera
(128). En su revision de los estudios sobre implicacion de U.urealyticum en fa
Enfermedad Inflamatoria Pélvica Sweet concluye que no se puede confirmar una
participacion patégena definitiva .

Parece por otra parte no haber correlacion entre colonizacion del aparato genital en
su parte inferior por micoplasmas y pérdida fetal {135). Hay varios tipos de evolucién
adversa del embarazo vinculados con infeccion por micoplasma que incluyen aborto
habitual, obito fetal, rotura prematura de membranas y bajo peso al nacer.
(11,52, 703).
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Kundsin y colaboradores (71} aislaron por primera vez U.urealyticum de corion,
amnios y decidua en una mujer con aborto espontdneo . Posteriormente, estos autores
encontraron ureaplasma con mayor frecuencia en membranas fetales de productos de
aborto y recién nacidos prematuros que en las de aborto terapeutico o nacimientos a
término (72).

En 1984 Kundsin et al. (74) realizaron cultivos de placenta de 807 partos de los
que 144 recién nacidos murieron durante el periodo perinatal, 452 ingresaron en
Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales y 205 sirvieron como control. Se aisfaron
U.urealyticum, M.hominis o ambos en el 21% de las placentas de recién nacidos

prematuros y a término, que murieron en el periodo perinatal, el 25% de los que
ingresaron en la Unidad de Cuidados Intensivos, y el 11% de los que fueron usados
como control. La edad gestacional y el peso al nacer tenian relacion inversa con
U.urealyticum v la presencia de corioamnionitis tuvo relacién positiva con el

aislamiento del agente buscado. (Cuadros 3 y 4]
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Cuadro 3.- Localizaciones preferentes de /los micoplasmas en la [oujer,

-Orina, meato uretral
-Vagina

-Cérvix

-Abcesos tuboovaricos
-Trompas

-Endometrio

-Coriom, amnios, decidua



22

2.- Revision bibliogrdfica

Cuadro 4.- Patologias materno-fetales asociadas a los micoplasmas.

-Salpingitis

-Esterifidad tubdrica

-Aborto espontianeo

-Bajo peso del neonato

-Corioamnionitis

-Enfermedad Inflamatoria Pélvica

-Obito fetal

-Rotura prematura de membranas
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2.2.2.- INCIDENCIA DE COLONIZACION POR MICOPLASMAS ENTRE LA
POBLACION.

Se ha demostrado en ambos sexos una fuerte correlacion entre la aparicion de
actividad sexual, numero de parejas e incidencia de ureaplasmas. [ndividuos
sexualmente maduros, sin antecedentes de contacto sexual,raras veces estan
colonizados , siendo proporcional la tasa de cofonizacion con el numero de
companeros sexuales distintos. Hombres virgenes adultos rara vez transportan
ureaplasmas en sus uretras, mientras que mas del 50% de varones con mdultiples
parejas pueden resulftar ureaplasma positivo (127).

En un estudio similar (83) se ha relacionado el numero de comparieras sexuales por
varon con la frecuencia de cofonizacion por micoplasmas. Asi, en una poblacion de
varones con menos de 10 companeras sexuales cada una, el 36% presentaban 0%
de aislamiento para M.hominis v 3% para U.urealyticum, mienitras que entre 16

varones con mdas de 14 comparieras sexuales cada uno, presentaron una tasade 13%
para M.hominis y 56 % para U.urealyticum.

La poblacion femenina es mas susceptible a la colonizacion asintomdtica que los
hombres. Se ha encontrado que en 47 virgenes habia una tasa de aislamiento de 0%
para M.hominis y de 8,5 % para U/ urealyticum, mientras que de 71 mujeres con mds
de seis companeros sexuales en toda su vida, 31% estaban colonizadas por
M.hominisy 77,5% por U.urealyticum _(86). (En ninguno de estos estudios se intento

cuantificar los microorganismos encontrados).
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Hay factores adicionales que alteran la tasa de colonizacion por micoplasma.
Hombres y mujeres de color presentan tasas de colonizacion mayores que los
individuos de raza blanca (11,75), y ello parece ser independiente de la experiencia
sexual (83). Ademds, las tasas de colonizacion son  mayores en estralos
socioecondémicos inferiores (85). En mujeres, las tasas de aislarniento mds elevadas
se relacionan con periodos de aumento de niveles de estrégenos y progesterona como
en el caso de gestacion (64). (Cuadro 5).

Cuadro 5.- Factores que inciden sobre la tasa de colgnizacion por micoplasmas entre
la poblacion.

-Actividad sexual

-Raza

-Estrato social

-Aumento de estrogenos y progesterona en la mujer
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Asi pues, existen numerosos estudios epk/emiolégicos tendentes a determinar la
incidencia de colonizacion de micoplasmas genitales en varias poblaciones definidas,
dado que el aumento de estas infecciones de transmision sexual ha venido a sustituir
a otras anteriormente mas frecuentes como sifilis y gonorrea. Este hecho ocasiona un
verdadero problema social, yva que fos estudios epidemioldogicos demuestran el
aumento de infecciones producidas por Ureaplasma _urealyticum

f20,81,83,84,85,101,127), infecciones que, en gran parte son asintomaticas y solo
se detectan cuando se realizan estudios tendentes a resofver problemas de infertifidad
masculina. De aqui la posible implicacion de estos microorganismos en alteraciones
de /a fertilidad, y de ahi también el papel contradictorio que pueden representar, ya
que poco conocemos sobre la incidencia de ureaplasmas en poblfaciones de varones
asintomaticos fértiles.

2.2.3.- MICOPLASMAS GENITALES Y SU RELACION CON LA INFERTILIDAD
ENTRE LA POBLACION.

Elpapel mas controvertido y hasta el momento mas polémico ha sido la intervencion
del ureaplasma como responsable de la infertilidad masculina. A pesar de la evidencia
de urelritis no gonocdcica aguda y prostatitis crénica causada por U.urealyticum,
(9,14,20,61,85) no se ha demostrado con total seguridad su relacion con /a
infertifidad.

La infertilidad en el hombre con posible etiologia por ureaplasma fue tenida en
consideracion por vez primera en 1.970 (72}, después de la publicacion del caso de
una parefa infértil con ureaplasma en el tracto genital de ambos.
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En 1.872 se realiz6 un estudio sobre la incidencia de micoplasmas en una poblacion
identificada como infértil sin causa aparente {40). El resuftado fue que las mujeres
(91%) y los hombres (85%) de estas parejas tenian una mayor frecuencia de
ureaplasmas que los controles de fertilidad conocida. { 23% en hombres y 22% en
mujeresj.

En contrapartida, existe un trabajo en el que se demuestra el aislamiento de
ureaplasmas asi mismo en 47% de las muestras de varones con fertilidad normal y
en 57% de aquefias con fertifidad disminuida (68).

Mds recientemente, Kreutner en 1983 encontré también una relacion entre
U urealyticum e infertilidad {69).

Por ef contrario, en 1874 de Louvois et al. (31) compararon 120 parejas infértiles
con un grupo de mujeres embarazadas y sus parejas, no encontrando diferencias
significativas en cuanto a la incidencia de ureaplasmas. En este mismeo sentido,
Mattews (87), no hallé diferencias entre el aislamiento de ureaplasmas en parejas
fértiles e infértiles. Datos similares se han recopilado por otros autores (50,97).
{Cuadro 6}
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Cuadro 6.- Autores a favor y en contra de la influencia de Ureaplasma urealyticum
en la fertilidad de varias poblaciones definidas.

A FAVOR EN CONTRA
Kundsin (70) de Louvois (74)
Friberg (72) Mattews (76)
Kreutner {83) Khatamee (78)

Se encontré que las muestras de semen de 33 varones antes de la vasectomia
contenian Ureaplasma vy M. hiominis, pero ninguna de las muestras de /os vasos
deferentes estaba infectada con estos organismos (138). No hay, por ef contrario
informacion de esta clase sobre varones infértiles.

Por lo que al factor femenino se refiere,en 1.974, el grupo de Idriss (63) encontro
un porcentaje de ureaplasma cervical mas alto en mujeres con una infertifidad
inexplicable {55 %) gque entre aquellas con una infertilidad de causa conocida (32%).
Similares descubrimientos fueron publicados en comunicaciones posteriores (68, 107/,
existiendo alguno con diferencias atribuibles a metodologia estadistica (140)
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Rehewy y col. (107} hallaron una mayor incidencia de ureaplasma cervical en una
poblacién de mujeres infértiles que en un grupo similar de mujeres fértiles. Casell y cof
(20} clasificaron un gran grupo de pacientes infértiles de acuerdo con el diagnostico
post- laparoscopia, encontrando un aumento significativo en la frecuencia de
Ureaplasma cervical comparandolo con el grupo masculino.

Mdés recientemente, en un estudio realizado por Upadhyaya (146) se encontraron
diferencias significativas entre fa distribucion de ureaplasmas entre mujeres infértifes
y gestantes, mientras que Gump y col (560) no encontraron una relacion causal entre
micoplasmas e infertilidad o subsecuentes embarazos.

Se ha aislado U.urealyticum mads frecuentemente de muestras endometriales de
mujeres infértiles que de mujeres fértiles (55). Estos descubrimientos son consistentes
con los hallazgos de lesiones endometriales granuiomatosas de pacientes con historias
reproductivas anormales, que estaban colonizadas con micopfasmas (7.3).

Aunque Stray-Pedersen vy sus colegas (125) aislaron ureaplasmas ma&s
frecuentementes de aspirados de mujeres infértiles (26%) que de mujeres fértiles
{8%), la frecuencia de aislamiento de ureaplasmas en mujeres con infertilidad de causa
desconocida es aproximadamente la misma que en mujeres en las cuales se conoce
la etiologia de la infertilidad, sequn otro estudio de los mismos autores (126). (Cuadro
7).
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Cuadro 7.- Autores a favor v en contra de la relacion _ureapfasma e

infertilidad femenina.

A FAVOR EN CONTRA

Horne (73} Taymor (78)

Idriss (74} Gump (84)
Khatamee (78) Stray Pedersen (85)

Rehewy (78]

Stray Pedersen (78)

Henry Suchet (80)

Casell {81)

Upadhyaya (83)

Esta gran variedad de opiniones y resultados sobre la influencia de estos
microorganismos en la fertilidad de diversas poblaciones, y, en concreto sobre la
fertifidad masculina, por ef momento, sofo sirve para generalizar que los micoplasmas
genitales pueden jugar un papel potencial en la induccién de fa infertilidad masculina
y que tal papel deberia ser firmemente establecido en el futuro.
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2.3.- INFLUENCIA DE LOS UREAPLASMAS SOBRE EL ESPERMATOZ00

Las investigaciones que implican a Ureaplasma urealyticum como agente causal de
la disminucioén de calidad del eyaculado se han multiplicado hasta e/l momento actual.
Algunos autores han estudiado las consecuencias del aislamiento de ureaplasmas en

semen en términos de la calidad del mismo (23,43,147).

Auroux y colaboradores (4} consideran que la infeccion por Ureaplasma puede
ocasionar dos tipos de cambios en los espermatozoos:

al Efectos directos, en los que el nimero de espermatozoos, asi como su movilidad
y morfologia se ven disminuidas. Desde este punto de vista, la conexién entre la
concentracion bacteriana en refacion con la concentracion de gametos podria ser
importante.

b) Efectos indirectos, en los que la infeccion “per se” puede cambiar la calidad
constituyente del liquido seminal y asi originar un efecto secundario en los
espermatozoos, como por ejemplo la presencia de gran numero de polinucleares o
la formacion de anticuerpos antiespermatozoos. (Cuadro 7)
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Cuadro 7.- Efectos de lgs ureaplasmas sobre [os espermatoos

aj) Efectos directas: Ndmero
Movilidad
Morfologia

b} Efectos indirectos: Sobre la funcion espermatica
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2.3.1.- EFECTOS DIRECTOS DE U.urealyticurmn SOBRE EL
ESPERMATOZOO.

2.3.1.- Efectos sobre la concentracion espermatica.

Autores como Fowlkes (43) y Naessens (96}, encontraron una correlacién entre el
numero de espermatozoos y el aislamiento de ureaplasmas.

Upadhayya (147) también encontré6 que la concentracion espermdtica era
significativamente mas baja con la presencia de ureaplasma que en ausencia de ellos.

Por otra parte, el aislamiento de Ureaplasma urealyticum en biopsias de testiculo

(34) y de tejido prostadtico (58), prueba la capacidad invasiva de los ureaplasmas en
ciertas circunstancias, y sugiere que ureaplasma puede interferir con la
espermatogénesis,encontrandosemenos espermatozoos, siendo menos moviles y con
mayor numero de formas aberrantes, en comparacion con las muestras de semen de
pacientes ureaplasma negativo.

En un estudio realizado por Busolo y colaboradores (15), en el cual se relaciona
concentracion de espermatozoos en pacientes ureaplasma positivos y titulo de
ureaplasmas, no se encontro una relacion, con lo que se dedujo que U.urealyticum no
afecta a la cantidad de espermatozoos producidos en la espermatogénesis. (Cuadro
8)
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Cuadro 8.- Autores a favor y en contra de la influencia de los
ureapfasmas en la concentracion espermdtica.

A FAVOR EN CONTRA

Fowlkes (75) Busolo (84)

Hofstteter (78)

Engel (79)

Upadhayaya (83}

Naessens (86)
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2.4.1.2.- Efectos sobre la movilidad

En general, son varios los estudios que demuestran un descenso de la movilidad
espermdtica en eyaculados ureaplasma positivos, como los de Hoffstetter y O’Leary
(59, 100), el primero de elios relacionandolo quizas con un aumento en el consumo de
fructosa.

lgualmente, Folwkes y Naessens (43,96/ correlacionaron la presencia de
ureaplasmas en eyaculados infectados con un descenso de movilidad espermética.

Swenson y colaboradores analizaron cambios en los pardmetros def semen entre la
visita inicial y las siguientes. Se demostré una gran mejoria en la movilidad cuando se
erradicaban fos ureapfasmas def semen (1239)

Chang y Yun, también combrobaron afteraciones en la movilidad espermdtica en
eyaculados ureaplasma positivos (22,152}

Cortesse y colaboradores comprobaron una modificacion del tipo de movilidad
espermdtica en eyaculados ureaplasma positivos. Esta consistia en una disminucion
de la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza espermatica, acomparnada de
un aumento de la frecuencia: los espermatozoos avanzan a pequernos pasos répidos
en lugar de avanzar a grandes pasos (29). Ahora se sabe que el tipo de movimiento
puede tener una influencia determinante sobre la progresion de los espermatozoos en
el interior del tracto genital femenino. (35} (Cuadro 9/



356

2.- Revisién bibliogrifica

Cuadro 9.- Autores a favor de /a influencia de fos ureaplasmas en la
movilidad espermdtica.

-O’Leary (75)

-Fowilkes (75)

-Hoffsetter {78)

-Swenson {78)

-Yun (83}

-Chang (84)

-Naessens (86)

-Cortesse (87)
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2.3.1.3.- Efectos de los ureaplasmas sobre la morfologia espermética.

Existen diversos estudios como los de Fowlkes y Toth (43, 141) que demuestran
alteraciones morfologicas de los espermatozoos en eyaculados ureaplasma positivos.
Se habla de morfoanomalias conocidas como "tapering forms" y la aparicion de
granulosidades a nivel del flagelo, asf como distintos tipos de angulacion del mismo
(143). Estos autores han observado colas enrolladas en preparaciones de semen por
fa técnica de Papanicolaou y en muestras en fresco,encontrando en dreas localizadas
del espermatozoo una fina granulosidad verdosa v finos filamentos entrelazados{371 %
de pacientes con Ureaplasma tenian entre un 37 y un 100% de fas colas enrolfadas,
frente a un 18,5% de pacientes Ureaplasma negativos). Esta informacion la utilizaron
para predecir, sin necesidad de culftivos previos, una infeccion por Ureaplasma

urealyticum.

Grossgebauer y Henning mostraron importantes deformaciones de la cabeza que
podrian corresponder a la inclusion cefélica de Ureaplasma.(49)

Se han encontrado fos mismos patrones de esferas v espermios enroflados en
muestras patologicas de pacientes infectados con ureaplasma pero no en
espermatozoos normales lavados y contaminados con estos microorganismos.Estos
datos podrian indicar que los efectos de Ureaplasma en espermatozoos in vivo son
diferentes a los que podemos observar in vitro (17). También y segun estos autores,
discrepando con el equipo de Toth,no es suficiente un analisis con microscopia optica
para localizar micoplasmas y sustituir asi fos culftivos.

La polémica surge, sin embargo, con la existencia de trabajos en fos cuales no se
encuentra relacion entre infecciones por ureaplasmas y alteraciones espermaticas.



37

2.- Revisién bibliogrdfica

Autores como Lewis y Cintron (23,77} no han encontrado una relacion entre la
presencia de ureaplasmas y parametros espermdaticos anémalos.

Comhaire comparé dos grupos de pacientes con infertifidad masculina, no
detectando diferencias significativas en las caracteristicas del semen entre ef grupo
control y el grupo con el microorganismo (28).

Un trabajo realizado por Schoub también demuestra que l0s varones infectados con
ureaplasmas parecen tener semen normal {111) (Cuadro 10).-

Cuadro 10.- Autores a favor y en contra de la refacion _ureaplasmas
y alteraciones morfoldgicas.

A FAVOR EN CONTRA
-Fowtikes (75} -Schoub(76)
-Toth (78} -Comhaire (80}
-Grossgebauer (84) -Lewis {81)

-Busofo (84} -Cintron (81)
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2.3.2.- EFECTOS INDIRECTOS DE Ureaplasma urealyticum

U.urealyticum puede ejercer efectos indirectos sobre la calidad espermédtica, como

se ha comentado anteriormente (4), que se pueden traducir en reacciones
inmunoldgicas. Sin embargo, fos ureaplasmas pueden ademds afectar también de
forma indirecta las funciones espermdticas, como son el transporte hacia el évulo, y,
consecuentemmnente, alterar la capacidad fecundante del espermatozoo (127).

2.3.2.1.- Efectos sobre la funcién espermdtica

Asumiendo que, segun algunos autores, los ureaplasmas pueden unirse al
espermatozoo (47,44), se puede pensar que el transporte espermatico hacia el utero
y trompas queda disminuido.Esto no ha sido evaluado sistemdticamente en el varon,
pero si en moco cervical {136).

Algunos investigadores han examinado "in vivo"” e "in vitro” la migracién
espermadtica en moco cervical, utilizando semen contaminado con ureaplasma
(47,52,118). A pesar del descenso de movilidad de los espermatozoos en estos
eyacufados, en ningun caso se produjo una disminucion en fa penetracion espermdtica
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Por el momento,y segun estos estudios sélo se puede aseverar, como lo hacen
algunos investigadores (23), que la presencia de Ureaplasma en semen o moco
cervical inhibe la movilidad espermadtica y la viabilidad. Esto incluye un metabolismo
espermatico anormal, enmascaramiento de la reaccién acrosdrnica implicada en el
reconocimiento del oocito por el espermatozoo y empeoramiento de la capacidad de

penetracion en ef gameto femenino, como postulan otros autores
(18,40,103,130,134). (Cuadro 11).

Cuadro 11.- Efectos de los ureaplasmas saobre la funcion
espermdtica.

-Transporte hacia el utero disminuido

-Metabolismo espermético anormal

-Enmascaramiento de fa reaccion acrosémica

-Empeoramiento penetracion en el oocito
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Recientemente, se ha estudiado la capacidad de peneitracion espermadtica en el
oocito con ef Test del oocito de hamster. Busolo y Zanchetta (18} informaron que /a
exposicion de muestras de semen a M.hominis y U.urealyticum serotipadas resultaba
en una disminucion en la capacidad de penetracion de los espermatozoos al oocito de
hamster. Esto ocurria sin un cambio en fa movilidad espermdtica. Ningun organismo
muerto o incubado en presencia de doxiciclina alteraba la penetracion espermética. La
preincubacion de sermen con el sobrenadante de cultivos de Ureaplasma descendia el
grado de penetracion. Este efecto podria ser reversible calentando-inactivando el
sobrenadante antes de la exposicion espermadtica.

Estos resultados conducen a los investigadores a /a hipdtesis de que [os
micoplasmas genitales producen en la vagina un factor que reduce la funcion
espermadtica. El grado de inhibicion de la penetracion varia considerablemente entre
U.urealyticum segtn los distintos serotipos. Serotipo 1 da un grado de penetracion

similar al de los controles (57 %)}, mientras que serotipo 4 da un grado de penetracion
muy bajo (6%]).

Queda asi abierta otra via de investigacion utilizando muestras de Ureaplasma
urealyticurm serotipadas y analizando las diferentes alteraciones producidas al infectar
eyaculados.

Es posible gque fas alteraciones seminales estén relacionadas con el lugar de la
infeccion o el serotipo de U.urealyticumn, pero en realidad existe poca informacion que
pueda sustentar la hipétesis anterior, asi como aun es muy bajo el numero de estudios
comparativos entre semen contaminado y muestras control,

El hecho de haber aislado U.urealyticum en biopsias de endometrio (125), engarza

con la hipdtesis de Busolo de que los ureaplasmas pueden interferir en la reaccion
acrosomica def espermatozoo (18).
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2.3.2.2.- Efectos inmunologicos

Cohen (26} propuso que la presencia de anticuerpos antiespermatozoos debido a
infeccién por micoplasmas podria ser la causa de un transporte espermatico
disminuido, asi como Taylor-Robinson comprobd aglutinacion espermatica como
consecuencia a la presencia de anticuerpos por micoplasmas (132).

Por otra parte, se sabe que la colonizacion de ureaplasmas en el tracto genital
masculino puede inducir una reaccion mitogénica y podria producir una respuesta local
imnune con la produccion de anticuerpos antiespermatozoos (127). Witkin y Toth
{151) han encontrado anticuerpos antiespermatozoos mds frecuentemente en el
semen de transportadores de Ureaplasma que en varones con cultivos negativos. Asi,
la presencia de estos organismos podria ser uno de los numerosos estimulos no
especificos que inducen una forma de infertifidad autoinmune .

En un reciente estudio flevado a cabo por Soffer y colaboradores (118) para estudiar
el efecto de Chlamydia trachomatis y micoplasmas en la calidad del semen, se

estudiaron 175 varones infértiles sospechosos de infeccion silente. La infeccion por
micopfasmas era mds frecuente en casos con factores organicos y/o mecanicos de
infertilidad femenina. La infeccion no estaba relacionada con alteraciones de las
gldndulas accesorias o espermdticas. No obstante, la actividad de anticuerpos
antiespermatozoos estabaincrementada en los casos de cultivos ureaplasma positivos.
Estos autores postulan la hipdtesis de que el aumento de respuesta local inmune
puede reducir significativamente la capacidad de penetracion espermatica.
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2.3.2.3.- Otros efectos indirectos de Urgaplasma urealyticum.

U.urealyticum puede causar dafio cromosomico que incluye roturas, "gaps” y
tetraploidias en cultivos de linfocitos humanos,variando el tipo de alteracion con la
cepa de Ureaplasma empleada (73). Sin embargo, no se han demostrado anomalias
similares en gametos humanos. Asi, parece relativamente improbable gue el daro
cromosomico como resultado de una infeccion asintomaética sea el mecanismo por e/
cual se produzca una infertilidad.

Los ureaplasmas, por otra parte, se han mostrado como causa de marcada
ciliostasis en cultivos de oviducto bovino (121).
La inhibicion de fa actividad ciliar podria duplicarse anadiendo amonio a los cultivos,
lo cual sugiere un medio por el cual estos organismos que hidrofizan la urea podrian
causar el dario (122).

Las lesiones como las que se producen en los cultivos de tejidos no se ha
demostrado aun que se produzcan in vivo después de /a colonizacion con Ureaplasma,
y la ciliostasis por estos organismos no se ha demostrado tampoco en cuitives con el
uso de trompas de Falopio humanas. (Cuadro 12)
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Cuadro 12.- Qtros efectos de los ureaplasmas

-Dano cromosomico en cultivos de linfocitos

-Ciliostasis en oviducto bovino
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2.3.3.- ESTUDIOS A MICROSCOPIA ELECTRONICA DE EYACULADOS
UREAPLASMA POSITIVOS.

Ef estudio de espermatozoos procedentes de eyaculados ureaplasma positivos con
Microscopia Electrénica (TEM,SEM), han revelado la existencia de unos pequenos
engrosamientos a nivel def segmento intermedio, estructuras que, por otra parte, no
se han observado en eyaculados ureaplasma negativos (47). Estas particulas
esferoidales de aproximadamente 200 nm de diametro se encontraban asociadas a la
cabeza o0 segmento intermedio del espermatozoo, conecténdose con material
filamentoso. Se pensd que estas farmaciones eran colonias de ureaplasmas, existiendo
otros trabajos que confirman esta teoria (44). También se ha observado a Microscopia
Electrénica un aumento de forrmas enrolfadas.

En un estudio realizado por Busolo y col. (16}, el examen de tres muestras de
semen procedentes de pacientes con Ureaplasma por Microscopia Electronica de
Transmision (TEM), se observaron particulas simifares a los ureaplasmas en solo una
de las tres muestras estudiadas. No se encontro relacion entre estas particulas y los
microorganismos, ya que en las tres muestras se observaron las particulas utilizando
microscopia de contraste de fases. Esta observacion fue confirmada por analisis
cuantitativo de ureaplasmas en el semen. En la mayoria de los casos, los ureaplasmas
viables estaban presentes en el fluido seminal sélo en muy baja concentracion. De
hecho, la proporcién entre la concentracion de U.urealyticum viables y el numero de
espermatozoos era muy baja, oscilando desde 1:3400 a 1:295. Tal relacion era diez
veces menor que la manifestada en los trabajos de Taylor Robinson vy
McCormack.{83, 135)
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Con TEM se ha visto un complejo patrén dentro de la zona hinchada del/
espermatozoo conteniendo elementos que estan rodeados por fa tipica membrana
trilaminar y con textura ribosomal que probablemente requiere un mayor tiempo del
habitual al del paso del espermatozoo por la uretra (16). Estos elementos eran muy
similares a los encontrados en la morfologia de células micoplasmicas por Meloni (89).

No se sabe aun si la unidén espermatozoo-ureaplasma ocurre cuando el
espermatozoo estd almacenado en la regién caudal del epididimo durante la mezcifa de
células con el fluido de las gléndulas accesorias o cuando las células se depositan en
el tracto femenino.
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2.3.4.- INTERFERENCIA CON LAS TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA.

Uno de los principales problemas que presentan las Técnicas de Reproduccion
Asistida y que aun no se han resuelto, es como garantizar la ausencia total de
microorganismos potencialmente patdgenos en el semen utilizado.

La presencia de un microorganismo patégeno en el semen de un donante puede
ocasionar en la mujer receptora cuadros infecciosos similares o incluso mas graves
que los originados por contacto sexual. Aunque este no es el motivo de esta tesis, s/
lo es el que la presencia de ureaplasmas en ef semen del donante puede también
producir fallos en la fertilizacién del oocito, como se ha notificado por distintos autores
(79,123}

lgualmente, en 1884 se notifico (5} la transmision de U.urealyticum por
inseminacion artificial con semen de donante.

En un reciente trabajo realizado por nuestro equipo en el Hospital Ramdn y Cajal
{99), en ef que se analizaba el grado de contaminacion de las muestras de semen
destinadas a Inseminacion Intrauterina antes y después del procesamiento de las
mismas hemos comprobado que uno de los microorganismos mds frecuentemente
haflados fue U.urealyticum { en un 18,4% de los casos). Después del procesamiento

del eyaculado, el microorganismomds frecuentemente hallado fue también Ureaplasma
(20% de los casos). Se encontrd una carrefacion positiva {p < 0,001) entre ef titulo de
ureaplasmas en semen y los encontrados después de procesar las muestras, ya que
sblo en Jlas muestras con un titulo mayor de 10° UCC/mi se recuperaron estos
microorganismos.

En un estudio previo similar, Auriol (3} recupero M.hominis en el 100% de los
€asos.
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Jacques y colaboradores (65) demostraron que el semen de pacientes hipofértiles
recogido tras miccion y desinfeccién local rigurosas, contenia como bacterias mas

frecuentes Ureaplasma yrealyticum (16,9%) y E.coli (11,2%). Curiosamente, en los

eyaculados normales destinados a fecundacion In vitro (FIV), se encontraron las
mismas distribuciones de ureaplasmas.

Hill y colaboradores (56) estudiaron la influencia de /0s micoplasmas en el semen
para Fecundacion In Vitro (FIV), y no encontraron relacion entre ureaplasmas y
disminucién de numero y movilidad espermdticas. Los potencialmente patogenos
micoplasmas estaban presentes durante la fertilizacidan y pueden por eso colonizar
el embrion en desarroflo con posibles efectos adversos.

En un reciente trabajo realizado por Montagut este mismo ano (91} en el que se
estudia la incidencia de ureaplasma en el semen sobre la FIV e implantacion
embrionaria, se demostro la presencia de ureaplasmas en e/ 42% de por fo menos uno
de los dos comparieros de 238 parejas incluidas en un programa de FIV. En estas
parejas, se observo una disminucién significativa en cuanto al porcentaje de embarazo
por transplante de embrién, lo cual convierte a Ureaplasma urealyticum en un factor
importante de riesgo que debe ser investigado.

Tanto fas infecciones agudas con destruccion de tefidos, como las crénicas con
lesiones en drganos genitales masculinos y femeninos, asi como las alteraciones del
eyaculado por colonizacion, sugieren que fla patogenia del micoplasma produce
infertilidad. Sin embargo, con el paso del tiempo, el concepto de Ureaplasma como
agente etiolégico de la infertilidad, ha sido cuestionado por varios grupos, como ya
hemos podido comprobar, los cuales no han podido demostrar las diferencias entre
parejas fértiles y aquellas con infertilidad idiopatica en lo que respecta al Ureaplasma
urealyticum.
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Los factores que influyen en la variedad de datos y conclusiones obtenidas en estos
estudios, pueden ser, entre otros, falta de rigor para la eleccion de los controles,
inadecuada valoracion de los pacientes infértiles y el uso de poblaciones relativamente
pequenas en algunos de fos analisis llevados a cabo hasta ef momento.

Deberia reafizarse una estadistica a gran escala que refacione fa colonizacion de
micoplasmas genitales con la infertilidad, conteniendo un numero suficiente de
observaciones y adecuados detalles que proporcionen la informacion real en cuanto
a la relacion de este organismo con la infertilidad mascufina.
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2.4.- TRATAMIENTO ANTIBIOTICO

2.4.1.- CONSIDERACIONES GENERALES

Al tratar el tema del tratamiento antibiotico a elegir en las infecciones por
micoplasmas, hay que considerar que 1os antibiéticos tienen una difusion diferente
en el aparato genital y en el semen, segin su liposolubilidad. Son considerados como
muy solubles flas quinolonas, los macrélidos, el trimetoprim, fa doxiciclina y el
metronidazol entre otros. No alfcanzan niveles adecuados los betalactamicos, /0s
aminoglicosidos y la polimixina.

Los antibidticos no liposofubles pasan igualmente al semen, pero estan menos
concentrados que en el pfasma, mientras que los liposolubles se concentran en el
semen y son por eflo en este caso mas interesantes.

Por otra parte, puesto que /os ureaplasmas carecen de pared celular, 10s
antibioticos que actuan sobre ésta no tienen actividad,lo que incluye a los
betalactarmicos, vancomicina, fosfornicina y bacitracina. Puesto que los micop/asmas
no sintetizan &dcido folico, las sulfamidas y trimetoprim, antagonistas del mismo,
carecen de eficacia (76).

En general, los antibioticos que actuan por impedimento de la sintesis de proteinas
tienen un maximo potencial de curacion de las infecciones por micoplasmas. Sin
embargo, la eritromicina es una excepcion, pues aunque activa contra U.urealyticum,

tiene una concentracion inhibitoria minima (CMl) contra M.hominis de mds de 1000
pgr/ml (137). La tetraciclina y sus derivados han constituido la principal forma de
tratamiento de las infecciones por M.hominis v U.urealylicum, aunque ocurre

resistencia, como se comentara posteriormente (35, 138).



50

2.- Revisién bibliogrdfica

El antibiético de eleccion frente a las infecciones por U.urealyticum mas
ampliamente utilizado es /a doxiciclina, bacteriostdtico que actua impidiendo /la
biosintesis de proteinas, y que alcanza unos niveles séricos de 1 a 2 ugr/mf En
general, la susceptibilidad de U.urealyticum a la doxiciclina (CMI) oscila entre 0,005
y 1 microgramo por mi {108).

2.4.2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

Swenson analizé los cambios en los pardmetros seminales entre la visita inicial de
los pacientes infectados con ureaplasmas, y las siguientes post-tratamiento
antibiotico, describiendo una notable mejoria en la movilidad espermdtica cuando se
erradicaban los ureaplasmas del semen. (128}

Toth y Lesser (142) demostraron que la terapia antibiotica (sobre todo /a
doxiciclina frente a la tetraciclinal, mejora la calidad del semen {movilidad, numero
y morfolegia) cuando se aisla U urealyticum, y que los cultivos subsiguientes para
el organismo deben decidir e/ punto final de /a terapia, ya que pueden aparecer cepas
resistentes a doxiciclina y tetraciclina.

No obstante, estos autores no proporcionaron informacion sobre el efecto de tal
terapia en varones que no tenian ureaplasmas, o el efecto de un placebo en varones
cuyas muestras de semen contenian ureaplasmas.

Los pacientes cuyos cultivos de liquido seminal permanecen positivos para
Ureaplasma después de la terapia antibidtica poseen, segun estos autores una peor

morfologia en términos de incremento de formas espermdticas ovales. Este cambio
no debe suceder af paso del semen por la uretra, y se postula un efecto directo en
los testiculos, o por el ureaplasma resistente o por el antibidtico en si mismao.
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En base a sus resultados de aislamiento, Gnarpe y Friberg (48), trataron parefas
infértiles con doxiciclina durante la primera parte del ciclo menstrual a lo largo de
cinco meses consecutivos. Ef 29% de las mujeres concibieron a los pocos meses de
la erradicacion de los ureaplasmas.

Harrison (51), realiz6 una experiencia a doble ciego, tratando con doxiciclina y
realizando posteriores controles a 88 parejas con infertilidad primaria de causa
desconocida. Aunque a los 28 dias del tratamiento se erradicaban por completo
M.hominis y ureaplasmas de las parejas que cursaban esta infeccion, el grado de
concepcion (16%) no era mayor en aquellas tratadas con el antibiotico que en fas
no tratadas. Estos investigadores concluyen que los micoplasmas no estan asociados
con la infertilidad primaria y que aunque la doxiciclina los erradicaba, no beneficiaba
la esterilidad primaria de causa desconocida. Estos datos estaban apoyados en los
aportados por Upadhyaya y colaboradores (147).

Busolo y col. (15) dieron doxiciclina durante 30 dias a parejas en las cuales el
varon transportaba ureaplasmas en el semen y eran infértiles. De 41 parejas
tratadas, mejoraba la movilidad espermatica y disminuia el numero de colas
enroffadas en 12 pacientes. La concepcion ocurrio en 5 de 19 parejas que ern
ureaplasma negativo, pero en ninguna de las restantes 22 parejas que permanecieron
ureaplasma positivo.

Segun Busolo , fa terapeutica antibiética aplicada a pacientes con infeccion por
ureaplasmas permitird, no solamente mejorar la movilidad de los gametos, sino
obtener que el germen sea eliminado.

En dos udltimos estos estudios, la falta de controles adecuados imposibilita la
Interpretacion y la significancia de los resultados, particularmente, en vista del fallo
de otros autores para mostrar que la terapia con tetraciclina es efectiva para ayudar
en la concepcion a parejas infértifes.
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Brunner y col. (14] encontraron titulaciones elevadas de U.urealyticum en
secreciones prostdticas obtenidas por masaje y orina posterior al mismo en 82 de
597 (14%) pacientes con prostatitis cronica. Estos individuos fueron tratados con
tetraciclina durante 14 dias y 61 (86%) estaban libres de sintomas y con
desaparicion de los microorganismos 14 dias después de terminar el tratamiento. En
este estudio no se trato a los comparieros sexuales de fos pacientes, ni tampoco se
investigo a los ureaplasmas en cuanto a resistencia a tetraciclinas, que se sabe
ocurre en casi el 10% de los casos que se aisfan (138).

Por el contrario, Hellstron y colaboradores, opinan que el tratamiento antibiético
no influye sobre la hipofertilidad de los varones examinados , los cuales no
presentaban ninguna anomalia de los pardmetros espermdticos a pesar de /a
infeccion por ureaplasmas (54).

2.4.2.- RESISTENCIA DE UREAPLASMA A LOS ANTIBIOTICOS.

Se conocen cepas de Ureaplasmas resistentes a la terapia antibiotica, sobre todo
a eritromicina y tetraciclinas (13, 120).

En un estudio realizado en varones con uretritis no gonocdécica que se hizo entr
1873 y 1976, el 10% de las cepas son resistentes a tetraciclina (35). Un estudio
similar realizado de 1983 a 1984 no mostré cambios en esta cifra (53).

Para conocer la sensibilidad de las cepas de Ureaplasma urealyticum a los
diferentes antibidticos, los investigadores utilizan un numero diferente de
microorganismos en los test y diferentes perfodos de incubacion. Aunque se aboga
por la estandarizacitn de los métodos, y de hecho se practica, estos factores, y
particularmente el ditimo, contribuyen a la variacion en las concentraciones minimas
inhibitorias (CMis) publicadas para cada antibidtico en particular.
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La CMi antimicrobiana para cepas de Ureaplasma obtenidas de pacientes después
del tratamiento con antibiéticos considerados efectivos, como las tetraciclinas, son
marcadamente mayores que las CMis de aquellas cepas aclaradas por el
tratamiento(35).

En ef Cuadro 13 se muestras las CMI/s de los principales antibidticos utilizados
frente a Ureaplasma urealyticum segutn Taylor-Robinson (138).

Cuadro 13.- Susceptibilidad de Ureaplasma urealyticum a varios antimicrobiangs

Antimicrobiano cMi (11]}
Doxiciclina 0,05 -1
Tetraciclina 00508
Eritromicina 0,71- 06

Rosaramicina 0,004
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3.7.- MUESTRAS DE SEMEN

3.1.1.- PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Este estudio se ha realizado con un grupo de 6 donantes de semen seleccionados
al azar de nuestro Banco de Semen del Hospital Ramén y Cajal y del Banco de Semen
de la Clinica del Dr.Caballero Peregrin.

Todas las muestras empleadas provienen de donantes sanos, con edades
comprendidas entre 20 y 24 afios, a los que previamente se les ha sometido a un
estudio urologico completo que incluye estudios microbioldgicos en semen y orina,
asi como determinacion de presencia de anticuerpos y/o antigenos en suero, con el
fin de descartar cualquier tipo de infeccion o patologia uroandrolégica.

Las muestras de semen se han obtenido por masturbacién utilizando para su
recogida recipientes de plastico estériles. El periodo de abstinencia sexual
recomendado oscila entre 3 y 5 dias. Previa a la obtencion de la muestra, se ha
instruido a los donantes para una correcta higiene de manos y genitales, asi como en
la necesidad de una miccion anterior al eyaculado, tratando de reducir de esta forma
cualquier tipo de contaminacion del semen.

Después de la licuacion a temperatura ambiente del eyaculado e inmediatamente
después de la misma, se divide la muestra en dos alicuotas: una para efectuar un
seminograma y otra para congelacion. Para eflo utilizamos pipetas estériles de plastico
{10 mi} con bulbo (Becton Dickinson and Company, cat.no. 5878} y tubos de pléstico
estérifes {Nunc Centrifugue Tubes, 11 miy 1 mi Lab Clinics).
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3.1.2.- METODOLOGIA DE CONTRASTACION

Todas las observaciones se han realizado por un unico observador siguiendo las
técnicas de Eliasson (33) de la manera siguiente:

-Inmediatamente después de la licuacion determinamos la MOVILIDAD espermaética
colocando una gota de semen entre porta y cubre, y examinamos al menos 10
campos al microscopio {Optiphot,Nikon) a 400x para comprobar fa movilidad activa
{+ + +) o de desplazamiento rectilineo, la movilidad pasiva (+--) o sin progresion
rectilinea,y los espermatozoos inmdoviles. Los porcentajes se calculan del total de
células observadas (45).

-Ef RECUENTO espermatico (miflones de espermatozoos por mililitro), se calcula en
un hemocitometro 1:10 y una cdmara de Neubauer {ProLaboratorios), utilizando como
difuyente la eosina (Sigma Chemical Comany). (Fotografia 3)

-Para determinar MORFOANOMALIAS espermdéticas se ha empleado la técnica de
Papanicolaou como ha descrito Freund (38). Los espermatozoos se consideran
andomalos si presentan cualquiera de las siguientes caracteristicas:

.cabeza anormal (grande, pequena, piriforme, fusiforme, doble, amorfa)
.segmento intermedio engrosado, vacuolado o angulado

.flagelo corto, doble o enrolfado

.mixtas (cualquier combinacion de las anteriores)

(Fotos 4,5,6 y 7 v 8)
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Fotografia 3.- Cdmara de Neubauer para recuento de espermatozoos.
(400 x)
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Fotografia 4.- Espermatozoo con morfoanomalia de cabeza
{microcéfalo o cabeza asténica) (Tincion
de Papanicolaou, 400 x)



59

3.- Material y Métodos

Fotografia 5.- Espermatozoo con el segmento engrosado

fMicroscopio de Interferencia de NomarsKi, 1000 x)
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Fotografia 6.- Espermatozoo con flagelo doble
(Tincion de Papanicolaou, 400 x)
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Fotografia 7.- Espermatozoo con alteracion mixta: cabeza y segmento

(Microscopio de Interferencia de Nomarski, 1000 x)
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Fotografia 8.- Espermatozoo morfolégicamente normal

(M.l.Nomarski, 1000 x)
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-El test de PERMEABILIDAD DE MEMBRANA, HOS test o prueba de Endosmosis,
que valora la integridad de fa membrana espermdtica en una solucién hiposmética se
ha realizado segun técnica de Vdzquez (149) vy Jeyendran (66). Tipificamos los
espermatozoos en tres grupos (Figura 1).

.Espermatozoos con endosmosis negativa (presentan alteraciones en Ia
permeabilidad de fa membranal, aparecen con el flagelo en forma convencional
(Figura 1- a)

.Espermatozoos con endosmosis positiva (con la permeabilidad de la membrana
adecuada ). Puede ser parcial (Figura 1-b, 1-¢) o total (Figura 1-d, 1-e, 1-f, 1-g),
segun observemnaos el flagelo parcial o totalmente doblado.

En esta prueba utilizarnos el microscopio de contraste de fases (400 x, pH 3)
fOptiphot,Nikon). (Fotografias 9y 10/
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FIGURA 1: TEST DE ENDOSMOSIS. CAMBIOS MORFOLOGICOS
QUE SUFREN LOS ESPERMATOZOOS SOMETIDOS
A UN CHOQUE HIPOOSMOTICO.
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Fotografia 9.- Espermatozoos en solucién hipoosmdtica con

enddsmaosis positiva total y parcial .
(M.Contraste de Fases, pH 3, 400 x)
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Fotografia 10.- Espermatozoos en solucion hipoosmdtica con
enddésmosis positiva y negativa.
(M.Contraste de Fases, pH 3, 400 x).
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Las muestras de semen aceptadas en este estudio presentan:
-concentracion espermatica entre 75 y 120 miflones/mi
-movilidad activa entre 60-70%

-mds de 60% de fos espermatozoos morfologicamente normales.

-mas del 60% de los espermatozoos con endosmosis positiva

£l resto del eyaculado se diluye @ una concentracion 1:1 en TesT glicero! - yema
de huevo y se congela en nitrogeno liquido a -196 °C segun técnica de Sawada y
Ackermann (110}, durante 2 semanas , tiempo después del cual las muestras
destinadas al experimento se descongelaban durante 3 minutos a 37° C al bafiomaria,

{Heraeus)
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3.1.3.- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El tratamiento empleado en cada una de las experiencias realizadas es el siguiente:

-Utilizamos 1 mi de semen descongelado y diluido al que le afiadimos 2 mi de medio
Menezo B2 (Biomerieux, Lyon, Francial. Para ello se emplean tubos de pldstico
estériles de 15 mi (Falcon, Bencton Dickinson, Cowley, UK].

-Centrifugamos fas muestras durante 10 minutos a 800 g (Medifuge, Heraeus

Sepatech) y decantamos el sobrenadanite .

-Se repite el proceso una vez mds, para finalmente anadir al sedimento 3 ml de
medio Menezo.

-L.a muestra se lleva a la estufa durante una hora a 37 C (Heraeus/.

-Al cabo de este tiempo, realizamos un recuento de los espermatozoos haflados en

ef sobrenadante, con lo que obtenemos una concentracion espermadatica conocida.
(Figura 2}



FIGURA 2: PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SEMEN.
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3.2.- MATERIAL MICROBIOLOGICO

3.2.1.- CEPAS EMPLEADAS

Utilizamos dos cepas de Ureaplasma urealyticum. La primera de ellas, 1867 PR se
ha aislado de muestras de semen de un paciente con prostatitis (90} en el Laboratorio
de Microbiologia del Hospital Ramon y Cajal, y la segunda, una cepa de coleccién, la
DKF-4. Ambas cepas, congeladas a -70° C en nevera (Koxkal, se descongelan al
banomaria durante 10 minutos para su posterior crecimiento.

3.2.2.- CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO:

Todo el proceso de contaminacion del semen con los microorganismos se realiza en
campana de aislarniento (Captair Quimica Tipo C,Grumal}, para evitar contaminaciones.

El medio de crecimiento empleado (Medio 10-C)(118} es el siguiente:

-Caldo de cultivo sin cristal violeta (PPLQ) : 70 mi
{DIFCO, Laboratories, Detroit, MI,USA)

- Extracto de levadura al 25% : 10 m/

-Suero de caballo ( Labclinics): 20 mi

-Urea al 10% : 1 mi

-Rojo fenol al 0.1% - 1T mi

-Ampicifina (de 200 mg/mi): 0.5 ml

-Acido clorhidrico: se afiaden unas gotas hasta que el pH alcance 6-6,5.
-L cisteina hydrochloride al 2% : 0,3 m/

-CVA enrichment (Gibco): 1 m/

-GHL tripeptide (2 ugr/mi} : T m!
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La mezcla se homogeiniza utilizando una botella Bijou y cuidando que el fiquido no

roce ef tapon.

Para comprobar la esterilidad del medio de cuftivo se inocula una gota del mismao en
agar sangre y se incuba en estufa a 37°C en condiciones aerobias.

3.2.3.- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Utilizamos 4 tubos Falcon de 30 mi con 0,6 mi de /la cepa de Ureaplasma
urealyticum con un crecimiento de + +-. Los tubos se incuban durante 12 horas,
tiempo después del cual se centrifugan durante 15 minutos a 800 x g y 4° C
fcentrifuga refrigerada Beckman, modelo TJ-6), para concentrar la cepa.
Posteriormente, se elimina el sobrenadante y se recogen todos los sedimentos
incorpordndolos a otro tubo con 1 mf de medio urea. Para todo ello utilizamos pipetas
serologicas de 10 mf (VOLAC, Labclinics).

La mezcla se homogeiniza con el Vortex.

A continuacion, y de esta mezcla, tomamos 3 alicuotas :

1.- Para realizar una titulacion por diluciones decimales.
2.- Para inocular en placa agar A7 para detectar crecimiento de micoplasmas.
3.- Para inocular en placa agar sangre y detectar contaminacion bacteriana.
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Tanto para realizar [as tlitulaciones como para las inoculaciones en placa, utilizamos
un asa calibrada de platino (1/400) estéril y una pipeta automdtica Eppendorfde O, 1
mi. Todo el material se lleva a incubar a la estufa a 37° C en condiciones aerobias
excepto fa placa de agar A7 que se incuba en un recipiente anaerobio con atmosfera
de dioxido de carbono/hidrégeno (Gas PAK, Baltimore Biological Laboratoires,
Cockeysville, MD,USA).

3.2.4.- COMPROBACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

A las 24 horas de incubacion comprobamos el crecimiento bacteriano. La
identificacion de Ureaplasma urealyticum estd basada en su capacidad para hidrolizar
la urea. El indicador, el rojo fenol, detecta el viraje de pH del medio provocando un
cambio de color de amarillo en rosa brillante, indicando la acumulacion de amonio que
resulta de la degradacién de la urea. (Fotografia 2, pag. 12)

Si ocurre un cambio de color del medio, repficamos ef cultivo con un nuevo vial y
una nueva placa de agar A7.

Para controlar el crecimiento de Ureaplasma se vuelven a realizar diluciones
decimales.
De nuevo todo el material se incuba a +37° C en estufa.

El medio de agar diferencial A7 contiene sulfato de manganeso el cual detecta los
productos de degradacion de la urea directamente o en las colonias de Ureaplasma
urealyticum. Las colonias de Ureaplasma son de tamano variable en ef agar A7 vy
aparecen con un color marron oscuro.
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Una muestra se considera positiva para Ureaplasma urealyticum cuando
ambos viales con el medio de crecimiento viran a colorrosa, y el agar A7 demuestra
inequivocamente fa presencia del microorganismo.

Las placas de agar sangre se examinan a las 48 horas para detectar
potenciales contaminantes que pudieran enmascaran las reacciones del cambio oe
color def medio.

El crecimiento del microorganismo se se controla a distintos tiempos de incubacion
por diluciones logaritmicas.
Se han obtenido crecimientos desde 10° hasta 10’ U.C.C/mi. Este uftimo es el

maximo de colonias que se obtienen de Ureaplasma urealvticum.
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3.3.- DISENO EXPERIMENTAL

3.3.1.- EXPERIMENTO [

3.3. 1. 1.- Descripcion del experimento

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3

Control Problema Control ureaplasma

Preparamos 3 tubos de la siguiente forma:

TUBO 1: (Controf semen)}: Contiene una alicuota de semen con una
concentracion conocida de espermatozoos mads 3 ml de medio urea.

TUBO 2: (Problema): Tiene el mismo volumen de semen a la misma
concentracion espermatica del tubo control semen, mas 3 mi de medio urea
con ureaplasmas con un titulo conocido (U.C.C/mi), con lo cual obtenemos

una proporcion determinada de ureaplasmas por espermatozoo.

TUBO 3 (Control microorganismo).: Contiene 3 mi de medio urea con ureaplasmas

con el mismo titulo del tubo Problema, mds disolucion salina para completar
el volumen.
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A continuacion realizamos un analisis completo de fos siguientes pardmetros para
determinar las condiciones basales:

.Concentracién espermaética: Tubo 1

.Movilidad espermdtica: Tubos 1 y 2

.Morfoanomalias: Tubos 1y 2

. Test de endosmosis: Tubos 1y 2

.Densidad bacteriana por titulaciones decimales:Tubos 2 y 3.

Alas 2, 4y 24 horas de incubacion en estufa a 37° C se realiza la determinacion de
los mismos pardmetros, excepto la concentracién espermatica.

3.3.1.2.- Célculos de ajuste de concentraciones

Tras la incubacién de Ureaplasma urealyticum con medio de crecimiento, fas
concentraciones de ureaplasmas oscilan desde 10° hasta 107 U.C.C/mli.

Las muestras de semen lavadas con Menezo B2 nos ofrecen concentraciones de
entre 2 y 8 miflones de espermatozoos por mi. Las muestras de semen no sometidas
al proceso de lavado oscifaban entre 50 y 120 millones de espermatozoos por milifitro.

Para obtener concentraciones conocidas de ureaplasmas/esp. mantenemos
constante el volumen de medio urea+ ureaplasmas en 3 m{ y variabamos el volumen
de medio + espermatozoos en funcion de la proporcion de U.u/esp que quisiéramos
obtener.

De esta forma conseguimos concentraciones desde 2 U.C.C/esp hasta 50
U.C.Cresp. 12, 3, 4, 5, 10, 25, 30, 40 y 50 U.C.C/esp)
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3.3.1.3.- Variaciones dentro del experimento

En las mismas condiciones descritas anteriormente, hemos realizado las siguientes
variaciones con el fin de poder comparar los resultados obtenidos:

. Utilizacion de las cepas 1867 PR y DKF-4 de Ureaplasma urealyticum

. Muestras de semen de distintos donantes o una séfa muestra para todos los
experimentos.

. Muestras de semen fresco (sin lavar) 0 congeladas y descongeladas (lavadas
con medio de cultivo).

. Muestras de semen flavadas con Menezo B2 o con el medio urea de
crecimiento bacteriano.

. Muestras de semen controf sofo con espermatozoos (Tubo 1), o con
ureaplasmas inactivados mas espermatozoos.
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De esta forma se han flevado a cabo fas lineas de trabajo siguientes:

a) LINEA |

Se han realizado un total de 37 experiencias, 10 con U.urealyticum DKF-4y 21 con

U.urealyticum 1867 PR con las siguientes concentraciones de ureaplasmas por
espermatozoo:
2, 3,4, 5, 10 25 30 40 y 50 U.C.C/esp.

En esta linea se han utilizado muestras de semen congeladas-descongeladas y
lavadas con Menezo B2.

Se utiliza una cepa de coleccion, la DKF-4 y otra aislada del Hospital Ramén y Cajal
para conocer si existen diferentes resultados dependiendo de la cepa empleada.

b) LINEA 1t

Consta de 12 experiencias con U.urealyticum 1867 PR a las mismas
concentraciones de U.C.C/esp de la linea |/, utilizando un solo eyaculado de un unico
donante, lavadas con Menezo B2, para conocer la repetitividad de los resultados y
descartar variaciones debidas a la utilizacidn de distintos eyaculados.
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c) LINEA Iff

Se llevaron a cabo 10 experimentos con U.urealyticum 1867 PR con muestras de
semen sin congelar y sin lavar (semen "fresco "), a las mismas concentraciones de las
lineas anteriores, con el fin de conocer si se reproducen los resultados en eyaculados
no sometidos a congelacion -descongelacién y al proceso del favado.

d} LINEA IV

Se han realizado un total de 9 experiencias con Ureaplasma 1867 PRy muestras de
semen favadas con medio urea alas mismas concentraciones de la lineas anteriores,
para saber si las muestras lavadas con el medio urea ofrecen el mismo resultado que
con el medio Menezo B2.

e LINEA V

Realizamos 9 experiencias con U.urealyticum 1867 PRy muestras de semen lavadas
con Menezo B2 a las mismas concentraciones anteriores, anladiendo un nuevo tubo
igual que ef Control semen pero al que anadimos el sobrenadante de medio urea+
ureaplasmas previamente inactivados por calor a 56° C durante 30 minutos. De esta
forma, intentamos conocer si los ureaplasmas previamente inactivados ejercen algun
efecto sobre los espermatozoos.
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3.3.2. EXPERIMENTO I

Ademds de los tubos empleados en el Experimento | afdladimos 2 viafes mds:

TUBQ 4 (Control antibidtico): Contiene una concentracion conocida de
espermatozoos (la misma que [0s tubos 1 y 2) mas doxiciclina en medio urea (1
ugr/mi}

TUBO 5: {Antibiotico problema): Contiene la misma concentracion espermdtica que
los tubos anteriores mas 3 mi de ureaplasmas en medio urea (con e/ mismo titulo
de los tubos 2 y 3 mds daxiciclina en medio urea (1 ugr/mi}

Utilizamos como antibiético de eleccion la doxiciclina, ya que ha sido previamente
probado en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Ramén y Cajal su efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de las dos cepas de ureaplasmas empleadas en este
estudio, con una C.M.1 de 1 ugr/mi (92).

Se han realizado un total de 12 experiencias, 8 con U urealyticum 1867 PRy 4
con U.urealyticum DKF-4, todas ellas con muestras de semen lavadas con Menezo B2.
Las concentraciones finales de Ureaplasmas/espermatozoos fueron: 10, 30, 40 y 50
U.C.C/esp.

Como en el Experimento I, se realizan determinaciones de los pardmetros
espermadticos en condiciones basales y a las 2, 4 y 24 horas de incubacion en estufa
a 37°C.
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3.3.3.- EXPERIMENTO Il

Las muestras Control (Tubo 1) y Problema (Tubo 2), del Experimento I, una vez

incubadas durante 24 horas a 37 C se les somete al siguiente tratamiento, segun
técnica de Fowlkes y Busolo (44, 16).

.Centrifugacion en Tampdn Fosfato 0,1 M, pH 7,2 durante 3 minutos a 600 x g
fMedifugue, Heraeus). Este proceso se realiza dos veces.

.Una vez lavadas dos veces las muestras, se fijan en glutaraldehido al 5% (Sigma),
durante media hora.

.Centrifugacion a 900 x g durante 5 minutos
.Resuspension en cacodilato sédico 0,1 M., pH 7,2 (Sigma)

.Se realizan dos nuevos lavados a 900 x g durante 3 minutos con cacodifato
sodico.

.Las muestras se deshidratan durante 5 dias en acetona af 50%, 70%, 30%, 95 %,
y 100% en estufa a 60°C.

.Se recubren las muestras con oro.

.Aplicamos un potencial negativo al cdtodo de oro, el cual esta encerrado en la
cdmara procesadora a una presion de 50 a 5000 mitor.

.Las muestras se obhservan usando un microscopio Electronico de Barrido (Jeol,

100 cx), equipado con una apertura de 250 wmn y operando con un voltaje de
aceleracion de 25 KV.

.Las fotografias se realizaron con una cédmara adaptada al microscopio (Polaroid
545 LAND FILM HOLDER).
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3.4.- ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1.-EXPERIMENTO {

Analizamos en las 71 experiencias realizadas en total, la influencia de las variables
que exponemos a continuacién en los parametros espermaticos siguientes:

Variables Parametros espermdticos
-Cepa de Ureaplasma -Movilidad progresiva

-Tiempo de incubacion -Permeabilidad de la membrana
-Concentracion bacteriana -Morfologia espermdtica

Para ello efectuamos un contraste bilateral o comparacion de medias utilizando
como método estadistico el test de Kolmogorov-Smirnov o prueba de bondad de ajuste
a una distribucion normal (21).

Este test, compara la distribucion esperimental acumulativa con la distribucion
tedrica, también acumulativa. Se determina el punto en que ambas muestran mayor
desajuste y se calcula si existe probabilidad de tanta divergencia,y si el azar es capaz
de explicarla. Los valores limites para p=0,05 y p=0,01 se encuentran tabulados.
Desajustes mayores serdn excesivos y haran rechazar la hipotesis nula de que no hay
diferencia. Se calcula en valor absoluto, sin atender al signo, la divergencia mayor
entre ambas distribuciones, tedrica y experimental, en frecuencias relativas
acumuladas y se consulta después la tabla.
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3.4.1.1.-Contraste bilateral entre las dos cepas

Analizamos un total de 31 casos (linea I} en fos que comparamos las medias entre
las dos cepas para los siguientes parametros:

-Movilidad espermatica problema a las 2 y 4 horas de incubacion.
-Enddésmosis negativa problema a las 2,4 y 24 horas de incubacion.
-Morfologia problema a fas 2,4 y 24 horas de incubacion.

3.4.1.2.-Movilidad espermdtica en las muestras control y problema.

Realizamos un contraste bilateral entre las medias de la movilidad control y problema
en cada una de fas 5 lineas del experimento de dos formas:

1) Comparacion entre las medias de movilidad control y problema a las 2 y 4 horas
de incubacion para comprobar fa influencia del tiempo de incubacion con el
microorganismo en fa movilidad espermatica.

2) Dividimos en cada linea todas las experiencias realizadas en dos grupos: con
menos o igual a 10 U.C.C/espermatozoo y con menos o igual a 50
U.C.C/espermatozoo. Realizamos un contraste bilateral de medias de la forma anterior
entre movilidad control y problema a las 2 y 4 horas de incubacion con cada uno de
estos subgrupos para comprobar la influencia de la concentracion de ureaplasmas en
la movilidad espermatica.
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3.4.1.3.-Permeabilidad de la membrana espermdtica en las muestras control
y problema.

Realizamos un contraste bifateral entre las medias de la éndésmosis negativa control
y problema en cada una de las 5 lineas del experimento de dos formas:

1) Comparacion de medias de enddsmosis negativa entre muestras control y
problema a las 2,4 y 24 horas de incubacion para comprobar la influencia del tiempo
de incubacion en la permeabilidad de la membrana espermaéatica.

2} Dividimos en cada linea todas las experiencias realizadas en 2 grupos: uno con
menos o iguala 10 U.C.C/espermatozoo y el otro entre 10y 50 U.C.C/ espermatozoo.
En cada uno de estos grupos realizamos un contraste bilateral de medias entre
endosmosis negativa control y problema a las 2,4 y 24 horas de incubacion para
comprobar la influencia de la concentracion de ureaplasmas en la permeabilidad de la
membrana espermdatica.

3.4. 1.4.-Morfologia espermdtica de las muestras control y problema.

Se comparan las medias entre los valores de morfologia espermdtica control y
problema en cada una de /as lineas del experimento de dos formas.

7} Comparacion de medias de formas espermdticas normales a las 2,4 y 24 horas
de incubacion entre las muestras control y problema,para comprobar la influencia del
tiempo de incubacion en la morfologia espermatica.



84

3.- Material y Métodos

2} Dividimos igualmente en cada linea las experiencias en dos grupos de menos 0
igual a 10 U.C.C/espermatozoo y menos o igual a 50 U.C.C/espermatozoo y
comparamos las medias de formas espermadticas normales en cada subgrupo a las 2,4

y 24 horas de incubacién para comprobar la influencia de la concentracién de
ureaplasmas en la morfologia espermatica.

3.4.1.5.-Concentraciones bacterianas.

Se calculan las medias de todas las concentraciones bacterianas (U.C.C/mi) en las
5 lineas del experimento en las muestras control y problema, para comprobar el
crecimiento de los ureaplasmas a las 0, 1, 2, 3, y 4 horas de incubacion.
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3.4.2.- EXPERIMENTO {I.-

Hemos analizado en las 12 experiencias realizadas en total, Ia influencia del tiempo
de contacto ureaplasma- espermatozoo y antibiético en los mismos parégmetros
espermdticos del experimento | {movilidad, endésmosis, rmorfologia).

Para ello, y al igual que en ef experimento [ efectiamos un contraste bilateral
utilizando el método estadistico de Kolmogorov-Smirnov.

3.4.2.1.- Movilidad espermdtica

1.- En primer lugar efectuamos un contraste bilateral entre las medias de las
movilidades control semen y problema a las 2 y 4 horas de incubacion para conocer
si existe alfteracion de la movilidad por efecto del ureaplasma.

2.- Realizarmos una comparacion de medias entre las medias de las movilidades
control semen y control antibidtico a las 2 y 4 horas de incubacion, para conocer /a
influencia del antibiético sobre los espermatozoos.

3.- Comparamos las medias entre las movilidades control antibiético y problema
antibiotico a las 2 y 4 horas de incubacion para conocer fas variaciones de movilidad
de las muestras problema con ureaplasmas y antibiotico.

4.- Comparamos las medias entre la movilidad de las muestras problema semen y
problema antibiotico, para conocer fa influencia defl antibidtico sobre los ureaplasmas
y fa movilidad espermatica.
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3.4.2.2.- Permeabilidad de la membrana espermdtica.

1.- Comparamos las medias entre la endésmosis negativa control semen y problema
alas 2, 4y 24 horas de incubacion para comprobar la influencia de los ureaplasmas
en la permeabilidad de la membrana espermadtica .

2.- Se compararan fas medias entre las endosmosis negativas control semen y
controf antibidtico a las 2, 4 y 24 horas de incubacion, para conocer la influencia del
antibiotico en la permeabilidad de la membrana espermética.

3.- Realizamos un contraste bifateral entre la enddsmosis negativa de las muestras
control antibidtico y problema antibidtico a las 2, 4 y 24 horas de incubacion, para
conocer el grado de afectacién de la permeabilidad de fa membrana espermdtica en
las muestras con ureaplasmas y antibidético.

4.- Se comparan las medias entre la endosmosis negativa problema y problema
antibiotico a fas 2, 4 y 24 horas de incubacion para comprobar la influencia del tiempo
de incubacion con antibiético en la permeabilidad de la membrana espermadtica frente
a las muestras con ureaplasmas y espermatozoos.

3.4.2.3.- Morfologia espermdtica.-

1.- Comparamos las medias entre las morfologias control y problema alas 2,4 v 24
horas de inbubacion para comprobar la influencia de los ureaplasmas en la morfologia
espermatica.

2.- Comparamos las medias entre las morfologias de las muestras control semen y
control antibidtico a las 2, 4 y 24 horas de incubacion para conocer la influencia del
antibiético en la morfologia espermatica.
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3.- Material y Métodos

3.- Comparamos las medias entre las morfologias de las muestras control antibiotico
y antibiotico problema a las 2, 4 y 24 horas de incubacion para conocer las
afteraciones morfoldgicas producidas en las muestras con antibiético y ureaplasmas.

4.- Se realiza una comparacion entre las medias de las morfologias de las muestras
problema semen y problema antibiotico a las 2, 4 y 24 horas de incubacién, para
conocer fa influencia del antibidtico en los ureaplasmas y la morfologia espermdatica.

3.4.2.4.- Concentracion bacteriana.

Se determina la concentracion bacteriana ( U.C.C/mi) de las muestras control
microorganismo, problema y antibidtico problema de cada experiencia, alas 0, 1, 2,
3 y 4 horas de incubacion como control del crecimiento del microorganismo.



4.- RESULTADOS
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4.- Resultados

4.1.- EXPERIMENTO |

4.1.1.-INFLUENCIA DE LA CEPA EN LOS PARAMETROS ESPERMATICOS.

Se comparan tanto por ciento de espermatozoos moviles, enddésmosis negativa y
formas morfologicamente normales entre las cepas 1867 PR y DKF-4.

No se han observado diferencias significativas al comparar las siguientes medias en
las muestras Problema utilizando las cepas U.urealyticum 1867 PR y DKF-4.

-Porcentaje de espermatozoos méviles a las 2 horas
1867 PR (x: 35,9, DT: 15,5)
DKF-4 (x: 42,2, DT: 14,2} (Tabla 1}
-Porcentaje de espermatozoos moviles a las 4 horas
1867 PR (x: 20,0, DT: 15,4)
DKF-4: (x: 24,0, DT: 13,4) fTabla I}
-Tanto por ciento de endésmosis negativa a las 2 horas
1867 PR (x: 41,74, DT: 7,7)
DKF-4 (x: 38,9, DT: 6,5) (Tabla ll]
-Porcentaje de endosmosis negativa a fas 4 horas

1867 PR (x: 57,3, DT: 8,8}
DKF-4 {x: 52,8, DT: 8,8} {Tabia I}
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-Porcentaje de enddsrnaosis negativa a las 24 horas
1867 PR (x: 74,0, OT: 8,2)
DKF-4 (x: 72,3, DT: 10,0} {Tabla 1)

-Tanto por ciento de espermatozoos morfolégicamente normales a las 2 horas.

1867 PR (x: 62,1, DT: 7,4}
DKF-4 {x: 64,3, DT:6,2) (Tabla i)

-Tanto por ciento de espermatozoos morfolégicamente normales a las 4 horas
1867 PR (x: 72,1, DT: 6,8}
DKF-4 (x: 70,8, DT: 7,1} {Tabla Ilf}

-Porcentaje de espermatozoos morfoldgicamente normales a las 24 horas

1867 PR (x: 52,8, DT: 8,2) fTabla il]
DKF-4 (x: 61,4, DT: 7,6)

4.1.2.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION Y LA CONCENTRACION
DE UREAPLASMAS EN LA MOVILIDAD ESPERMATICA.

Comparando fas medias entre el tanto por ciento de formas maoviles de las muestras
control y problema a las 2 y 4 horas de incubacion en fas 5 lineas del experimento
obtenemos los siguientes resultados:
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4.1.2.1.-Lineal (Tablal: Porcentaje de espermatozoos moviles en las
muestras control y problema a las 0, 2 y 4 horas de incubacion a distintas
concentraciones bacterianas).

al} Comparando las medias de todas las movilidades entre las muestras control y
problema a las 2 horas de incubacion, se encontraron diferencias significativas fp <
0,017}, con una menor movilidad en las muestras problema.

b) Se encontraron diferencias significativas al comparar todas las movilidades entre
las muestras control y problema a las 4 horas de incubacion (p <0,0071 )
{Significativamente mayor en los controles sin contaminar)

(Gréficos | y I}

c) Comparando las medias de las movilidades entre fas muestras control y problema
con <10 U.C.C /esp a fas 2 horas de incubacion, se encontré una movilidad
significativamente mayor en fas muestras control sin contaminar (p<0,01).

d) Se encontraron diferencias significativas al comparar las movilidades entre las
muestras control y problema con < 10 U.C.C/ esperm. a las 4 horas de incubacion,
siendo menor en las muestras problema (p< 0,01).

(Gréficos  y 1V)
e} Hemos encontrado diferencias significativas al comparar la movilidad entre las

muestras control y problema a las 2 horas de incubacién con > 25 U.C.C/esp, con
mayor movilidad en las muestras control sin contaminar {p<0,01).

f)  Se han encontrado diferencias significativas, mayores en los controles, af
comparar la movilidad entre las muestras control vy problema a las 4 horas de
incubacion con > 25 U.C.C/esp (p<0,001).

(Gréficos V y Vi)
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4.1.2.2.- Linea ll { Tabla IV: Porcentaje de espermatozoos moviles en
las muestras control y problema a las 0, 2, y 4 horas de incubacidn utilizando una sola
muestra de semen a distintas concentraciones bacterianas de U.urealyticum 1867 PR).

al Comparando fas medias de todas las movilidades entre las muestras control y
problema a las 2 horas de incubacién se encontraron mayores movilidades en las
muestras controf, de forma significativa (p <0,017)

b) Comparando las medias de todas las movilidades entre fas muestras control y
problema a las 4 horas de incubacion se encontraron movilidades significativamente
infereriores en las muestras problema (p<0,0071)

(Gréficas VIl y Vili}

¢} No se han encontrado diferencias significativas comparando las medias entre
fas muestras control y problema con <10 U.C.C/esp a fas 2 horas de incubacion.

d) Se han encontrado diferencias significativas al comparar las movilidades entre
fas muestras control y problema con < 10 U.C.C/esp a lfas 4 horas de incubacion,
siendo mayores en fos controfes sin contaminar (p<0,07).

fGrdficas IX y X}

e} Se han encontrado diferencias significativas al comparar la movilidad entre las
muestras control y problema a las 2 horas de incubacion con > 25 U.C.C/esp, siendo
mayor la movilidad en las muestras controf (p<0,001)

fl Hemos encontrado diferencias significativas, con mayor movilidad en los
controles sin contaminar, al comparar la movilidad entre las muestras control y
problema con > 25 U.C.C/esp a las 4 horas de incubacién. (p <0,001).

(Grdficos X!y Xil)
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4.71.2.3.- Linea lll (Tabla ViI: Porcentaje de espermatozoos mdviles en
las muestras control y problema a las 0,2,4 y 24 horas de incubacion, utilizando
muestras de semen fresco, sin lavar, a distintas concentraciones de U. urealyticum
1867 PR)

a) Se han encontrado movilidades significativamente mayores en los controles al
comparar las medias entre todas las movilidades contro! y problfema a fas 2 horas de
incubacion (p<0.01}

b} Se han encontrado diferencias significativas al comparar las medias de todas
las movilidades entre fas muestras control y problema a las 4 y 24 horas de
incubacion, siendo menor en /as muestras problema (p<0,001 y p<0,07
respectivamente).

(Graficas Xl y XIV)

c) Comparando las medias de las movilidades entre las muestras controf y
problema con < 10 U.C.C/esp a las 2 horas de incubacion, se han encontrado
diferencias significativas, siendo menor en las muestras problema (p<0,01).

d! Se han encontrado diferencias significativas al comparar las movifidades entre
las muestras control y  problema con < 70 U.C.C/esp a las 4 y 24 horas de
incubacion (menor movilidad en fas muestras problemal (p<0,01)

(Graficas XV y XV/]

el Hemos encontrado movilidades significativamente inferiores en las muestras
problema al comparar fa movilidad entre las muestras control y problema a las 2 horas
de incubacion, con > 25 U.C.C/esp {p<0,07)

f) Se han encontrado diferencias significativas al comparar la movilidad entre fas
muestras control y problema a las 4 y 24 horas de incubacion con > 25 U.C.C/esp
fmayor en las muestras contral) (p<0,001 y p< 0,01 respectivarnente).

(Graficas XVl y XVIii}
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4.1.2.4.- Linea IV (Tabla X: Porcentaje de espermatozoos moviles de
las muestras control y problema lavadas con medio urea, a distintas concentraciones
de U.urealyticum 1867 PR).

a) La mavilidad de fas muestras problema se ha encontrado significativamente
menor al comparar las medias entre todas las movilidades control y problema a las 2
fp< 0,01) y a las 4 horas de incubacion (p< 0,001).

(Graficas XIX y XX

b) Comparando las medias de fas movilidades entre fas muestras controf y
problema con menos o igual a 10 U.C.C/esp, no se han encontrado diferencias
significativas a las 2 horas vy significativas (p < 0,01} a las 4 horas de incubacion.

{Graficas XXI y XXl

c) Se han encontrado diferencias significativas al comparar las movilidades entre
las muestras control y problema a fas 2 (p<0,01) y a las 4 horas de incubacion con
mds o igual a 25 U.C.C/esp, siendo menor la movilidad en las muestras problema
p<0,0071)

{Graficas XXl y XXIV}
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4.1.2.5.- Linea V (Tabla XllI: Movilidad espermadtica activa de las
muestras control y control + Ureaplasma inactivado y Problema a distintas
concentraciones de U.urealyticum 1867 PR}

al No se han encontrado diferencias significativas al comparar los controles C1 y
C2 alfas 2 y 4 horas de incubacion.

b} Se han encontrado diferencias significativas al comparar las medias de fas
movilidades Contro/ 1 y Control 2 frente a la movifidad Problema a fas 2 y 4 horas de
incubacion con p<0.01 y p <0.0017 respectivamente (En todos los casos fa movilidad
era menor en las muestras problema).

(Grdficas XXV, XXVI y XXVIi}]

c) Se han encontrado diferencias significativas al comparar todas las medias de las
movilidades control 1 y control 2 frente a las movilidades problema a las 2 (p < 0,01}
y 4 horas de incubacion con U.urealyticum menor ¢ igual a 10 U.C.C/esp, siendo
menor en fas muestras problema (p <0,001).

(Graficas XX VI, XXIX y XXX]

d) Se han encontrado diferencias significativas (menor movilidad en las muestras
problema), al comparar todas las medias de fas movilidades control 1 y control 2
frente a las movilidades problema a las 2 y 4 horas de incubacion con U. urealyticum
mavyor o igual a 25 U.C.C/esp (p<0,001).

(Graficas XXXI, XXXl y XXil)
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4.1.3.~- INFUENCIA DEL TIEMPO DE CONTACTO Y CONCENTRACION DE
UREAPLASMAS EN LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA ESPERMATICA.

Hemos obtenido los siguientes resultados al comparar las medias entre el tanto por
cfento de formas con endosmosis negativa de las muestras control y problema a las
2.4 y 24 horas de incubacidn con distintas concentraciones de ureaplasmas, en [as
cinco lineas del experimento.

4.1.3.1.-Linea I {Tabla ll. Tanto por ciento de endésmosis negativa de
las muestras control y problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion a distintas
concentraciones bacterianas}

a) Se han encontrado diferencias significativas al comparar las medias de todas las
enddsmosis negativas (en % de alteraciones de permeabilidad de la membrana) entre
las muestras control y problema a las 2 horas de incubacion, con mayor porcentaje
de enddsmosis negativa en las muestras problerma (p<0,01)

b) Hemos encontrado diferencias significativas (mayor porcentaje de enddésmosis
negativa en las muestras problema) comparando las medias de las enddsmosis
negativas entre las muestras control y problema a las 4 y 24 horas de incubacion
(p<0,001)

(Graficas XXXIV y XXXV}

¢} Hay diferencias significativas entre las endosmosis negativas de las muestras
controf y problema a las 2 horas de incubacion con concentraciones de ureaplasmas
menor o igual a 10 U.C.C/espermatozoo, siendo menor la endosmosis negativa en los
controles sin contaminar. (p<0.01)

(Graficas XXXVIy XXXVIi)
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d) Se han hallado diferencias significativas entre las end6smosis negativas de las
muestras control y problema a las 4 y 24 horas de incubacion con concentraciones
de ureaplasmas menor o igual a 10 U.C.C/esp, siendo mayor el porcentafe de
endosmosis negativa en las muestras problema (p <0,001)

el Se han encontrado diferencias significativas entre las endésmosis negativas de
las muestras control y problema (menor en los controles) a fas 2, 4 y 24 horas de
incubacion con concentraciones de ureaplasmas mayor o iguales a 25
U.C.C/esp.ip<0,001)

(Graficas XXXVIll y XXXIX]

4.1.3.2.- Linea /I (Tabia V.- Tanto por ciento de enddsmosis negativa
espermdtica de las muestras control y problema a las 0,2,4 y 24 horas de incubacion,
utilizando una sola muestra de semen a distintas concentraciones bacterianas./

aj Se han encontrado diferencias significativas, con mayor tanto por ciento de
end0dsmosis negativa en las muestras problema, al comparar las medias de todas fas
enddsmosis negativas de las muestras control y problema a las 2 horas de incubacion
fip< 0,071}

b} Se han encontrado diferencias significativas al comparar las medias de todas las
endosmosis negativas de las muestras control y problema a las 4 y 24 horas de
incubacion, siendo mayor en los problemas (p<0,01 y p<0,007 respectivamente.)

{Gréficas XL y XL/



98

4.- Resulrados

¢) Se han encontrado diferencias significativas al comparar las medias de las
endésmosis negativas entre las muestras controf y problema a las 2 horas de
incubacion con concentraciones de ureaplasmas menor o iguala 10 U.C.C/esp, siendo
mayor en fas muestras problema (p<0,01)

d) Se han encontrado diferencias significativas (rmayor porcentaje de endosmosis
negativa en las muestras problema), al comparar las medias de las enddsmosis
negativas entre las muestras control y probfema a las 4 y 24 horas de incubacion con
concentraciones de ureaplasmas menor o iguala 10 U.C.C/esp (p<0,01)

(Gréficas XLIl y XL}

e) Empleando concentraciones de ureaplasmas mayor o igual a 25 U.C.C/mi, hemos
encontrado diferencias significativas a las 2 y 4 horas de incubacién (p<0,01) y a las
24 horas de incubacion (p<0,001), comparando las medias de las endésmosis
negativas entre las muestras control y problema, siendo en todos los casos mayor en
las muestras problema.

(Graficas XLIV y XLV)

4.1.3.3.-Linealll (Tabla VIil.- Tanto por ciento de endosmosis negativa
espermatica de las muestras control y problema a las 0,2 y 24 horas de incubacion
utilizando muestras de semen fresco, sin lavar, a distintas concentraciones de

Ureaplasma urealyticum 1867 PR.)

al Al comparar las medias de fas endosmosis negativas de todas las muestras
control y problema a las 2 y 4 horas de incubacion (p< 0,01) y 24 horas (p<0,001)
se han encontrado diferencias significativas, siendo mayor el porcentaje de
endosmosis negativa en las muestras problema.
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b) Hemos encontrado un porcentaje de enddésmosis negativa significativamente
superior en las muestras problema al comparar fas medias de las enddsmosis
negativas de las muestras control y problema a las 2 horas de incubacién, empleando
concentraciones de ureaplasmas de menos o igual a 10 U.C.C/esp (p<0,01)

(Gréficas XLVI y XLVIl)

c) Hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas al comparar las
medias de las enddésmosis negativas de las muestras control y problema a las 4 y 24
horas de incubacion utilizando concentraciones bacterianas de menos o igual a 10

U.C.C/esp, siendo mayor el porcentaje de enddsmosis negativa en las muestras
problema (p <0,07).

{Graficas XLVIll y XLIX}

d) Hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas al comparar las
medias de las enddsmosis negativas de las muestras control y problema alas 2, 4 y
24 horas de incubacion utilizando concentraciones de ureaplasmas de mas o igual a

25 U.C.C/esp, con menor porcentaje de enddosmaosis negativa en las muestras control
sin contaminar (p <0,001).

{Graficas L y L)
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4.1.3.4.-Linea IV (Tabla XI.- Tanto por ciento de enddosmosis
espermdtica negativa de las muestras control y problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de
incubacion, utilizando muestras de semen congeladas- descongeladas y lavadas con
medio urea a distintas concentraciones de U.urealyticum 1867 PR).

a) Hemos encontrado un porcentaje de endosmosis negativa significativamente
mayor en las muestras problema al comparar las medias de las endésmosis negativas
de todas las muestras control y problema a las 2, 4 y 24 horas de incubacion con
ureaplasmas (p<0,01)

(Gréficas LIl y LIll)

b} Se han encontrado diferencias significativas al comparar las medias de las
endosmaosis negativas de las muestras control y problema a las 2 horas de incubacion
utifizando concentraciones de ureaplasmas de 70 o menos U.C.C/esp, con mayor
porcentaje de endésmosis negativa en las muestras problema (p <0,01)

¢) Hemos encontrado diferencias significativas (mayor tanto por ciento de
enddésmosis negativa en l0s problermas), al comparar las medias de las enddsmosis
negativas de las muestras control y problema a las 4 y 24 horas de incubacion
utifizando concentraciones de ureaplasmas de 10 o menos U.C.C/esp (p<0,0017)

(Gréficas LIV y LV)
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d) Se han encontrado diferencias significativas (menor tanto por ciento de
endosmosis negativa en las muestras control), comparando las medias de las
enddsmosis negativas de las muestras control y problema a las 2, 4 y 24 horas de
incubacion con concentraciones de ureaplasmas de mas o igual a 25 U.C.C/esp
(p<0,001).

(Graficas LVI y LVIi)

4.7.3.5.- Linea V (Tabla XIV: Tanto por ciento de enddésmosis
espermdtica negativa de las muestras control, control mas U.urealyticum inactivado
y Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion a distintas concentraciones de
U.urealyticum 1867 PR.)

a) Se ha encontrado un porcentaje de endésmaosis negativa significativamente mayor
en fas muestras problema, al comparar las medias de todas las movilidades de las
muestras control 1 y control 2 frente a la movilidad problema a las 2 horas de
incubacion (p<0,01)

b} Se han encontrado diferencias significativas (mayor tanto por ciento de
endosmosis negativa en los problemas), al comparar las medias de todas las
endosmosis negativas de las muestras control 1 y control 2 frente a la movilidad
problema a fas 4 y 24 horas de incubacion {p<0,001)

(Gréficas LVIIL,LIX y LX)

¢/ Se han encontrado diferencias significativas al comparar fas medias de las
endosmosis negativas de las muestras control 1T y control 2 frente al problema, a las
2 horas de incubacién con concentraciones de ureaplasmas menas o igual a 10
U.C.C/esp, siendo en todos los casos mayor en las muestras problema (p<0,01).
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d) Hemos encontrado diferencias significativas al comparar las medias de las
enddésmosis negativas de las muestras control 1 y control 2 frente al problema a las
4y 24 horas de incubacién con concentraciones de ureaplasmas menaos o iguala 10
U.C.C/esp (mayor en las muestras problema) (p <0,001).

{Graficas LXI, LXII y LX)

e) Hemos encontrado diferencia significativas (mayor tanto por ciento de
endosmosis negativa en las muestras problema), al comparar las medias de ias
endosmosis negativas de las muestras control 1 y control 2 frente al problema a fas
2, 4 y 24 horas de incubacion con concentraciones de ureaplasmas de 25 o mds
U.C.Cresp (p<0,007)

(Gréficas LXIV, LXV y LXV/}

4.1.4.- MORFOANOMALIAS ESPERMATICAS

Comparando fas medias entre el tanto por ciento de espermatozoos
morfolégicamente normales de las muestras control y problema a las 2, 4 y 24 horas
de incubacion, con distintas concentraciones de ureapfasmas y en las cinco fineas def
experimento, no se han observado en ningun caso diferencias significativas.

{Tablas I, VI, IX, Xll y XV}
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4.1.5.- CRECIMIENTO BACTERIANO

Tabla XVI: Medias de todas las concentraciones bacterianas (U.C.C/mi) en las
muestras control microorganismo y problema (con espermatozoos y ureaplasmas) en
las 5 lineas def experimento a las 0, 1, 2, 3 y 4 horas de incubacion.

En todos /los casos del experimento, una vez alcanzado el crecimiento del
microorganismo hasta 10° - 10’ U.C.C/mi, se realizan titulaciones decimales a los
tiempos mencionados para comprobar la presencia de ureaplasmas en ambas
muestras, disminuyendo el titulo hasta una media de 10° - 10 U.CIC/mi a las 4 horas
de incubacion. (Grdfico LXVII)
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4.2.- EXPERIMENTO 1I

4.2.1.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBAC/ON UREAPLASMA-
ESPERMATOZOO Y DOXICICLINA EN LA MOVILIDAD ESPERMATICA. (Tabla XVIi)

Comparando las medias entre el tanto por ciento de espermatozoos moviles de las
muestras control y problema f{con y sin doxiciclina), obtenemos los siguientes
resultados:

4.2.1.1.- A las dos horas de incubacion:

a) Comparando las medias del porcentaje de espermatozoos moviles entre las
muestras control 'y problema sin antibiético, obtenemos una movilidad
significativamente mayor en las muestras control sin contaminar (p< 0,01) (Gréficos
LXVI y LXX)

b) Al comparar las medias del porcentaje de espermatozoos moviles entre las
muestras control semen y control antibiotico, no encontramos diferencias
significativas. (Grédficos LXVIIl y LXIX)

¢} Comparando fas medias del tanto por ciento de espermatozoos moviles entre fas
muestras control antibidtico y problema antibiético, encontramos una movilidad
significativamente mayor en las muestras controf {p< 0,01). (Gradficos LXIX Y LXX]
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d} Comparando el porcentaje de espermatozoos mdéviles entre las muestras problema
fcon y sin doxiciclinal, no encontramos diferencias significativas. (Grdficos [ XX y
LXX!)

4.2 1.2.- A fas cuatro horas de incubacion.

aj) Se ha encontrado una movilidad espermética significativamente mayor (p< 0,07)
en las muestras control, al comparar el porcentaje de espermatozoos moviles entre los
controles y las muestras problema sin doxiciclina. (Graficos LXVIHI y LXX)

b} Se ha encontrado una mayor movilidad espermatica (p <0, 1) en las muestras
control antibiético al comparar el porcentaje de espermatozoos moviles de los dos
controles (con y sin doxiciclina).(Graficos LXVII y LXIX}

c) Comparando el porcentaje de espermatozoos moviles de fas muestras control y
problema , ambas con doxiciclina, se ha encontrado una movilidad significativamente
mayor en los controles (p <0,001), aunque [as diferencias son estadisticamente
menores (p<0,01} al comparar el problerna antibiotico con el control sin doxiciclina.
(Grdficos LXIX y LXXI}

d} Se ha encontrado una movilidad mayor en las muestras problema antibiético

fp<0,7) al comparar fas muestras problema con y sin antibiético. (Graficos LXX y
LXX1)
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4.2,2.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE CONTACTO UREAPLASMA-
ESPERMATOZO0 Y DOXICICLINA EN LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA
ESPERMATICA (Tabla XViii).

Comparando el tanto por ciento de espermatozoos con enddsmosis negativa
{permeabilidad de la membrana afteradal entre las muestras controf y probfema, con
y sin doxiciclina, obtenemos fos siguientes resuftados:

4£.2.2.1.- A las dos horas de incubacion:

No se observan diferencias significativas comparando las medias del porcentaje de
espermatozoos con endosmosis negativa entre /as siguientes muestras:

a} Control y problema sin antibiético

b} Control y control con doxiciclina

c) Controf antibidtico y problema antibiotico
d} Problema y problema con doxiciclina
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4.2.2.2.- A las cuatro horas de incubacion:

al Comparando las medias del porcentaje de espermatozoos con endosmosis
negativa entre las muestras control y problema, obtenemos valores significativamente
mayores en las muestras problema con ureaplasmas {p< 0,01} (Gréficos LXXIl y
LXXIV]

b) Al comparar las medias del tanto por ciento de espermatozoos con endosmosis
negativa de las muestras control semen y control antibidtico no encontramos
diferencias significativas. (Grdficas LXXI y LXXIIf}

¢) Encontramos un porcentaje de endésmosis negativa significativamente mayor
ip<0,01) en las muestras problema al comparar las medias entre control antibiético
y problema antibiético. (Gréficas LXXHI y LXXV]

d/ No se han enconirado diferencias significativas al comparar el porcentafe de
endosmosis negativa entre las muestras problerna con y sin doxiciclina.
(Grédficas LXXIV y LXXV)

4.2.2.3.- A las veinticuatro horas de incubacion:

a) Al comparar el porcentaje de enddsmosis negativa entre las muestras control y
problema sin antibiotico, se ha encontrado un porcentaje significativamente mayor en
las muestras problema (p <0,001). (Graficas LXXIl y LXXIV)
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b} No se han encontrado diferencias significativa al comparar el tanto por ciento de
espermatozoos con enddsmosis negativa entre los controles con y sin doxiciclina.
{Grédficas LXXI y LXXIH)

¢} Comparando el porcentaje de endosmosis negativa entre las muestras control y
problema con antibiético, se ha encontrado un porcentaje de endiésmosis negativa
significativamente menor en las muestras control sin ureaplasmas (p<0,007)
(Gréficas LXXI y LXXV)

d) No se han encontrado diferencias significativas al comparar el porcentaje de
enddsmosis negativas entre las muestras problema con y sin antibiotico.
(Graficas LXXIV y LXXV]

4.2.3.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION UREAPLASMAS-
ESPERMATOZOO Y DOXICICLINA EN LA MORFOLOGIA ESPERMATICA.

No se han observado diferencias significativas al comparar el tanto por ciento de
espermatozoos maorfologicamente normales entre las siguientes muestras:

al) Control y problema sin doxiciclina

b) Control y control antibiotico

c) Control antibiotico y problema antibidtico
d) Problema y problema antibidtico
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4.2.4.- CRECIMIENTO BACTERIANO

Como en el Experimmento [, no hay diferencias significativas en las titulacionnes
obtenidas entre las muestras Control Microorganismo y Problema alas O, 1, 2, 3y 4
horas de incubacion. La media de crecimiento bacteriano a las O horas fue de 10°
U.C.C/mi, hasta Hlegar a 10° U.C.C /m/ a las 4 horas de incubacion.

Las muestras incubadas con doxiciclina empezaron a mostrar diferencias
significativas respecto al control y problema a las 3 horas de incubacién, de forma que
a las 4 horas solo habia una media de 10 U.C.C/ml.
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grafia 12.- Espermatozoos incubados durante 24 horas con Ureaplasma

Foto
pia Electrénica de Barrido

urealyticum (50 U.C. C/esp) a Microsco,
(x 3000) con colonias de ureaplasmas unidas a la cabeza 'y flagelo.
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Fotografia 13: Espermatozoos incubados durante 24 horas con ureaplasmas a
Microscopia Electrénica de Barrido (x 6000) .Detalle de la Fotografia

12, donde se observan las colonias de ureaplasmas en el flagelo.
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Fotografia 14.- Detalle de la fotografia 12, donde se observan ureaplamas unidos
a la cabeza del espermatozoo (x 6000) a M.E. de Barrido, en muestras
espermatozoos y ureaplasmas incubadas durante 24 horas.



5.- DISCUSION
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1.- INFLUENCIA DE LOS UREAPLASMAS SOBRE LOS PARAMETROS
ESPERMATICOS

Los estudios epidemiolégicos sobre fa infeccion por ureaplasmas
(75,83,84,101,127), asi como los realizados a nivel del efecto directo de estos
organismos en el tracto reproductivo mascufino (61,101,114} y femenino
(46,55, 125)han generado resultados conflictivos, no sélo en cuanto a las patologias
que origina, sino, fundamentalmente, sobre el papel que ejercen como causa de
infertilidad masculina.

El propdsito def primer experimento fue demostrar los posibles efectos negativos de
los ureaplasmas en los gametos masculinos. Para elflo, incubamos espermatozoos de
eyaculados normafes con concentraciones conocidas de ureaplasmas, incfuyendo
diversas variaciones dentro del experimento para comprobar sus posibles influencias
en las alteraciones espermaticas.

De esta forma, conocemos con sequridad cuales son fos efectos reafes y directos
de los ureaplasmas sobre los parametros esperméaticos, descartando cualfguier tipo de
influencia externa.

En primer lugar, comparando los resultados obtenidos al emplear la cepa de
coleccion DKF-4 y fa 1867 PR aislada de un paciente con prostatitis, no obtuvimos
diferencias significativas entre los dos grupos, con lo que comprobamos que, tanto
utilizando una cepa como otra, los resultados eran los mismos.

En estudios preliminares (19} hemos utifizado unicamente la cepa 1867 PR por
considerar que de esta forma se reproducen las condiciones fisiologicas més fielmente.
Sin embargo, y a efectos de hacer mads reproducible el experimento, decidimos
emplear fa cepa DKF-4.
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Se han realizado diversos estudios en varones infértiles con y sin Ureaplasma
urealyticum en semen demostrandose diferencias de calidad en [os mismos
(22,40,55,141). Sin embargo, en ninguno de los estudios revisados se ha encontrado
referencia sobre la utilizacion de una cepa de Ureaplasma determinada.

Sélamente Busolo (18), que investigé la influencia de distintos serotipos de
U.urealyticum sobre la penetracion espermdtica en el oocito de hamster hallo
diferencias de penetracion dependiendo del serotipo empleado.

Serotipo 1 arigind un grado de penetracion sirifar al del controf (57 %), mientras
serotipo 4 dié un grado de penetracion muy bajo (6%). Este trabajo abre nuevas vias
de investigacion con el uso de muestras de Ureaplasma urealyticum serotipadas y

analizando los distintos resuftados obtenidos.

Con respecto a la movilidad espermatica, fa comparacion de los valores medios de
movilidad entre los grupos control y problema fespermatozoos mas ureaplasmas), nos
demostraron que la movilidad desciende en todos los casos a lo largo del tiempo y al
aumentar el numero de ureaplasmas por espermatozoo. Asi, el mayor descenso de
movilidad se obtuvo a las 4 horas de incubacion con 50 U.C.C/esp, produciéndose un
descenso medio de movilidad del 34%.

Casi todos los estudios coinciden en senalar un descenso en la movilidad
espermdtica como consecuencia de fa infeccion por ureapfasmas (65, 95, 40, 91, 21,
146).

Todos estos trabajos se refieren al analisis de muestras de semen {concentracién
espermadatica, movilidad, morfologia, etc), en las cuales se relacionaba la presencia o
no de Ureaplasma con la afectacion de determinados pardmetros espermaticos. Estos
estudios conflevan una serie de inconvenientes a la hora de evaluar fos resuftados,
tanto en la metodologia como en los diferentes procedimientos realizados para aislar
los microorganismaos.
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En primer lugar, y refiriéndonos sélamente a la movilidad espermética, este
parametro puede verse afectado por varios factores tanto endogenos como exogenos
que deben tomarse en consideracién cuando se analizan los efectos de Ureaplasma
urealyticum sobre la movilidad.

En segundo lugar, e incluyendo el andlisis de todos los pardmetros espermaticos,
el estudio de los mismos en muestras ya infectadas con el microorganismo nos impide
conocer en realidad cual es la influencia del ureaplasma, al carecer de controles
negativos llevados a las mismas condiciones que las muestras con los ureaplasmas.
Podemos encontrarnos con alteraciones espermdticas debidas , no concretamente a
Ureaplasma urealyticum, sino a cualquier otro factor exdgeno que afecte a las
caracteristicas espermaticas.

Dada fa gran variabifidad de los eyaculados considerados normales, incfuso en un
mismo individuo (42}, quizds sea demasiado aventurado asegurar que determinada
alteracion sea producida por /la infeccién en ese instante concreto. Aun en el caso de
una terapia antibictica que mejore fas caracteristicas del semen, no tenemos la
seguridad de que sea el ureaplasma erradicado ef causante de tales alteraciones.

Sélamente Cortesse (34) y Busolo (15}, utilizan un modelo experimental de
contaminacion de eyaculados "in vitro” a fin de conocer el grado de afectacién de la
movilidad espermadtica.

Mientras que el grupo de Cortesse comprobd una disminucion en la movilidad de los
espermatozoos, Busolo no encontré diferencias significativas entre el grado de
movifidad espermética en las muestras incubadas con micoplasmas y las muestras
control. Cortesse no ofrece datos cuantitativos sobre el grado de disminucién de fa
movilidad, aunque refiere una disminucion general de la amplitud de desplazamiento
fateral de la cabeza, acomparnado de un aumento de Ja frecuencia.
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Por otra parte, en la mayoria de los estudios de este tipo (22,43,96,152) no se ha
evalvado sisteméticamente el numero de ureaplasmas empleado en relacion al numero
de espermatozoos, cuando es de considerable importancia, ya que un determinado
numero de colonias de Ureaplasma es diferente segun se trate de un semen normal
0 con oligozoospermia.

Busolo (16) realiz6 un andlisis cuantitativo de ureaplasmas en semen de 116
pacientes de los cuales, 41 positivos con titufos de 107 a 10° tenian una proporcion
de U.C.C por espermatozoo entre 1:3400 y 1:295,proporcion diez veces menor que
la hallada por Taylor Robinson y McCormack (85, 136) concluyendo que no existe
relacion entre la concentracion espermdtica y numero de ureaplasmas.

Estos inconvenientes podrian ser, quizas, la causa de la diferencia de resultados
obtenidos por distintos grupos de autores.

Para evitar estos problemas en cuanto a la interpretacion correcta de los resultados,
hemos introducido en el Experimento | las 5 lineas de estudio mencionadas con
anterioridad, de manera que , al comprobar los mismos resultados en las 5 lineas
conocemos los efectos reales de los ureaplasmas Sobre los espermatozoos,
descartando cualquier influencia externa o de metodologia.

Sdlamente se han realizado 10 experiencias controfando la movilidad a las 24 horas
de incubacion, ya que en este caso el semen utilizado no estaba previamente
congelado y no se lavo con el medio Menezo B2. La movilidad media en esias
muestras a las 24 horas en los grupos problema respecto al control fue del 12% frente
al 0, 1% de las muestras incubadas con ureapfasmas.

De esta forma comprobamos que ef mayor descenso de movilidad tiene fugar a /as
4 haras de incubacion, ya que a las 24 horas los espermatozoos de /as muestras
controf han descendido considerablemente su movilidad vy Ia diferencia con respecto
al grupo problema es menor.
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En el resto de las experiencias, las muestras congeladas y descongeladas no
conservaban la movilidad en ningun caso a las 24 horas.

Para conocer si los resuftados obtenidos ofrecian una buena repetitibilidad
realizamos 14 experiencias utilizando una séla muestra de semen que, previamente
dividida en alicuotas, se congeld y descongeld posteriormente con el fin de realizar el
experimento. En todas las experiencias se obtuvo también una menor movilidad de las
muestras contaminadas con ureaplasmas a fas 4 horas de incubacion con 50 U.C.C
por espermatozoo, y un descenso de movifidad de las muestras contaminadas repecto
al control del 35%.

En el caso de lavar las muestras con medio urea en lugar de utilizar el medio
Menezo, también se observé un mayor descenso de movilidad a las 4 horas con mas
de 25 U.C.C/esp (24%).

Para establecer si solo los ureaplasmas vivos son capaces de interferir en los
pardmetros espermdticos, los espermatozoos se preincuban con Ureaplasma
urealyticum inactivados previamente por ef calor, al iqgual que realizé Busolo (18) para
comprobar el grado de penetracidn espermdtica en el oocito de hamster. El grado de
movilidad en flos dos controfes era similar (sin diferencias estadisticamente
significativas), y, al igual que en las restantes experiencias, la movilidad descendia
significativamente en las muestras incubadas durante 4 horas con mds de 25
U.C.C/esp hallandose un descenso de movilidad del 31 % con respecto a fas muestras
control sin contaminar.

A la vista de estos resultados podemos comprobar en todos los casos un descenso
medio de movilidad del 34% como consecuencia del tiempo de incubacion entre
espermatozoos y ureaplasmas con un titulo mayor o igual a 25 U.C.C/esp, sin que
influyan el medio de lavado espermdtico empleado, el tipo se muestras de semen
empleadas (congeladas o no/ o la adicién de ureaplasmas inactivados.
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Hemos comentado con anterioridad la importancia del ndmero total de
espermatozoos moviles de un eyaculado para fa fertilidad. Considerando una movilidad
normal (33) la que se encuentra por encima del 50% de espermatozoos con
desplazamiento rectilineo, es posible que un eyaculado normal con una movilidad
activa de un 70-80%, el descenso de un 30-35% no afecte a sus caracteres de
fertilidad. Sin embargo, hay que considerar el hecho de que eyaculados en los limites
de normalidad, con un numero total de espermatozoos mdéviles entre 40 y 50%, un
descenso de movilidad de este tipo si puede afectar seriamente su capacidad
fertilizadora.

lgualimente, el ndmero de ureaplasmas por espermatozoo es un factor de
considerable importancia en este estudio. Hata ahora, las titualaciones obtenidas en
cultivos de semen ureaplasma positivo no se relacionaban, en fa gran mayoria
(22,43,489,141), con el numero de espermatozoos. Mas si el estudio es de esterilidad,
no solo es importante ef titulo de ureaplasmas en U.C.C/mi, sino el radio
ureaplasmas/espermatozoo, ya que titulos similares pueden afectar de diferente
manera dependiendo de la concentracion espermadtica inicial del varon.

Estos datos coinciden con fos obtenidos por la mayoria de los investigadores que
serialan, de una forma u otra un descenso de movilidad en eyaculados ureaplasma
positivos (22,28,43,96,128,7152).

Las diferencias con respecto al trabajo de Busolo (18) pueden deberse quizas, al
porcentaje de descenso de movifidad que estos autores encontraron en los
experimentos, que, como hemos comentado es bastante variable.

El segundo parametro estudiado es la afectacion de la permeabilidad de /a
membrana espermatica.

Los estudios de infertifidad mascufina incluyen en el andlisis de semen de rutina el
Test de Enddésmosis (66,1498) como prueba de la integridad funcional del
espermatozoo, ya que, obviamente, los espermatozoos con la membrana alterada no
son fértiles. Para ello, y como se ha descrito anteriormente, se mide el porcentaje de
espermatozoos de un eyaculado con la membrana intacta.
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Ninguno de los estudios llevados a cabo hasta el momento actual sobre la influencia
de {reaplasma yrealyticum en el eyaculado ha analizado su repercusion sobre la
membrana espermadtica, por lo que no tenemos datos para poder contrastar nuestros
resultados con la opinién de otros autores.

Comparando Jlos valores medios del porcentaje de enddosmosis negativa
fespermatozoos con fa permeabifidad de la membrana afteradal entre fos grupos
control y problema, en todos los casos obtenemos un mayor porcentaje en las
muestras contaminadas después de 24 horas de incubacién con mds de 25 U.C.C/esp,
obteniéndose una media de aumento del 30%.

Este aumento se produce tanto al utilizar la cepa 1867 PR como la DKF-4, en
muestras congeladas y descongeladas lavadas con medio urea o con Menezo, y en
muestras frescas sin congelar. Igualmente se obtiene una buena repetitibifidad al
utilizar un solo eyaculado y realizar 14 experiencias con distintas concentraciones de
Ureaplasma urealyticum.

Se obtienen los mismos resultados empleando un control con ureaplasmas
inactivados por el calor.

El porqué los ureaplasmas afectan la permeabilidad de la membrana espermdtica es
un tema que desconocemos hasta el momento, que puede ser objeto de un futuro
estudio.

Existen trabajos en los cuales se demuestra que los ureaplasmas se unen
estrechamente a células epiteliales (121), y Stalheim (122) demostro el hinchamiento
de cilios en oviducto bovino tras inocufacién con ureaplasmas bovinos. Ya que el
espermatozoo se cifie al patrén de cualquier cilio, se podria pensar en /la misma forma
de actuacion, e incluso en la posibilidad de afectacion de los cilios de fas trompas
humanas.
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Lo que si es cierto es que el espermatozoo necesita de una membrana morfolégica
y funcionalmente intacta para poder fertilizar ef oocito (17,45}, y que cualquier
alteracion en la misma en un porcentaje suficientemente alto del total de
espermatozoos de un eyaculado puede interferir de forma importante con la fertilidad
masculina. Aqui de nuevo interviene ef factor limitante que supone el numero de
ureaplasmas con respecto al de espermatozoos, ya gue las alteraciones son mayores
cuando el rango ureaplfasmas/espermatozoos aumenta.

Pensamos en la posibilidad de que existan mayores alteraciones en eyaculados con
un numero de espermatozoos en los limites o por debajo de fa normalidad.

Por otra parte, esta alteracion de la membrana espermatica por los ureaplasmas
puede engarzar con la hipotesis de Busolo (18] que apunto la posibifidad de que los
ureaplasmas pueden influir en la maduracion de los espermatozoo porla produccion
de un factor/s desconocido al ser depositado el semen en la vagina, asi cormo impedir
la reaccion acrosomica del espermatozoo. Quizds sea /la alteracion de la membrana
espermatica lo que dificulte su unién con el oocito y disminuya el porcentaje de

fertilizacion.

Los resultados obtenidos respecto al porcentaje de morfoanomalias esperméticas
obtenidas comparando grupos control y muestras contaminadas con ureaplasmas no
nos ofrecen diferencias significativas.

Trabajos como los de Fowlkes , Toth, Grossebauer y Busolo (44, 143,49,17) sin
embargo, demuestran alteraciones morfofégicas en eyacufados ureaplasma positivos.
Estas anornalias consisten en general, en la aparicion de granulosidades a nivel del
flagelo, asi como angulaciones y enroflarnientos del mismo. Sin embargo, todos ellos,
excepto el equipo de Busolo, estudiaron muestras de semen ureaplasma positivas en
las que se analizaban las alteraciones morfolégicas de los espermatozoos. Toth indico
que la presencia de estas anomalias espermdticas detectables a microscopia 6ptica en
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muestras de semen ureaplasma positivas proporcionaban un valor predictivo para la
presencia de Ureaplasma urealyticum con un 10% de faltos negativos y un 19% de
falsos positivos.

Sélamente el equipo de Busolo realizé experiencias "in vitro”, con espermatozoos
lavados y contaminados con ureaplasmas, no encontrando alteraciones morfologicas.
Estos autores concluyen diciendo que los efectos de Ureaplasma urealyticum in vivo
son diferentes a los que se pueden observar “in vitro”.

Por el contrario, autores como Schoub, Comhaire, Lewis y Cintron, (1171,28,77,23)
estudiando eyaculados ureaplasma positivos no encontraron ningan tipo de
morfoanomalia espermatica.

A la vista de estos resuftados, y ya que no conocemos ningun estudio en el gue se
contaminen "in vitro” los espermatozoos con ureaplasmas halldndose alteraciones
morfologicas, podemos pensar que nuestros resultados coinciden con la mayoria de
los autores, vy, de la misma forma que para el resto de los parametros espermaticos
analizados, el hallazgo de morfoanomalias espermdticas en muestras de semen
infectadas con ureaplasmas puede deberse a la existencia de otros factores no
evaluados por la falta de controles negativos.



124

5.- Discusion

2.- EXPERIMENTO lI: EFECTO DE LA DOXICICLINA

En este Experimento, ademads de las muestras control y problema del Experimnto |,
incluimos una muestra con ureaplasmas, espermatozoos y doxiciclina, y otra con
espermatozoos y doxiciclina como control, para analizar los mismos pardmetros
espermdticos.

Las experiencias realizadas por distintos autores para conocer la influencia de fos
antibiéticos en Ureaplasma urealyticum y como consecuencia sobre la fertilidad, han
sido sobre todo de tipo epidemiolégico, como los de Gnarpe y Friberg (48} y Harrison
f51), asi como el estudio de la calidad def semen tras la erradicacion de ureaplasmas
con terapia antibiética (15,129, 142).

Sin embargo, vuelve a surgir la polémica entre los distintos grupos de autores al no
existir acuerdo claro entre terapia antibidtica elegida y los resuftados de las mismas.

Por otra parte hay que considerar que el efecto beneficioso de una determinada
terapia sobre el semen no es una prueba clara de que los ureaplasmas son
responsables de ciertos casos de infertilidad masculina.

La ambigua naturaleza de los resuftados obtenidos por distintos investigadores
segun el tratamiento, asi como la presencia de resistencias manifestadas por Taylor-
Robinson (138} en ef 10% de fos casos puede deberse a varios motivos. En primer
lugar, pueden existir sinergismos de los ureaplasmas con otras bacterias. Ademads, no
todas las cepas de Ureaplasma urealyticum pueden ser patogenas, y responder de
igual forma a la terapia antibidtica. £l éxito esta, representada en términos de fertilidad
como el aumento del indice de embarazos, puede deberse al aclaramiento de otros
organismos distintos a los micoplasmas.
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En este experimento nos decidimos por la doxiciclina como antibidtico de eleccion,
aunque no tenemos constancia de un modelo experimental “in vitro" con antibidtico
similar al nuestro, ya que la mayoria de los autores como Toth (142), Gnarpe y Friberg
{48), Harrison (51), v Busolo {15) entre otros, utilizaron la doxiciclina con éxito como
terapia frente a la infeccién por ureaplasmas, demostrando, bien una mejoria de los
parametros espermaticos, bien un aumento en el nimero de embarazos en poblaciones
determinadas.

En base a estos estudios, decidimos comprobar, de acuerdo con el modelo
anteriormente expuesto, la actuacion "in vitro " de la doxiciclina sobre los ureaplasmas
y l0s espermaltozoos.

Se demostré previamente que las cepas empleadas en este estudio eran sensibles
a la doxiciclina, con una CM/ de 1 ugr/ml.

Respecto a /la movilidad espermdtica, comparando las medias de (os controles con
y sin doxiciclina, encontramos que, como en el Experimento I, la movilidad descendia
de forma significativa en las muestras incubadas durante 2 horas con ureaplasmas,
con un descenso medio de movilidad de un 20%.

Sin embargo, al comparar las medias de movilidad entre las muestras con
ureaplasmas , espermatozoos y doxiciclina frente a las muestras con ureaplasmas y
espermatozoos sbélamente, no encontramos diferencias significativas, por lo cual
podemos comprobar que a las 2 horas de incubacion con el antibiético, los
ureaplasmas no se ven afectados.

A las 4 horas de incubacién, igualmente, la movilidad espermética desciende en las
muestras contamminadas con respecto a los controfes un 34%, y algo menos, cerca de
un 30% en las muestras con doxiciclina respecto a su control,

Comparando las medias de movilidad entre los controles con y sin doxiciclina,
comprobamos que la movilidad espermdtica aumenta en presencia de antibidtico
respecto al controf con espermatozoos sélo, en un 15%. Por otra parte, la movilidad
espermatica de las muestras con ureaplasmas, espermatozoos y doxiciclina poseen
una movilidad mayor que sin el antibiético, pero no llega a alcanzar la movifidad de las
muestras control.
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Podemos pensar, de acuerdo con los resultados obtenidos por otros investigadores
como Swenson (129), que describid una notable mejoria de la movilidad espermdtica
al erradicar los ureaplasmas del semen, que la doxiciclina mejora la movilidad
espermdtica "in vitro” a las 4 horas de incubacion de los espermatozoos con
ureaplasmas, aunque este efecto puede quizds deberse al antibiotico "per se”, mds
que a la erradicacion de ureaplasmas, como lo demuestra ef aumento de movilidad
espermadtica de fos controles doxiciclina.

Con respecto al estudio de la permeabilidad de la membrana espermdtica en
presencia de doxiciclina, comprobamos que, a las dos horas de incubacion,
comparando los valores entre muestras control y contaminadas, aumenta la
endosmosis negativa en las muestras contaminadas, al iqual que el experimento I, y
como en el caso de la movilidad, no se ven diferencias significativas entre las
muestras con y sin doxiciclina.

A las 4 y 24 horas de incubacién, comparando las medias de endosmosis negativa
entre muestras contaminadas con y sin doxiciclina, asf como entre los controles, no
hemos encontrado diferencias significativas, por lo que podemos pensar que el
antibiotico no mejora, a pesar de la erradicacion de ureaplasmas, la permeabilidad de

la membrana espermadtica una vez gque esta se encuentra ya afectada.

Si, como hemos comprobado en el Experimnto I, la membrana espermdtica se
encuentra significativamente afectada a fas 4 horas de incubacién de fos
espermatozoos con los ureaplasmas, este efecto, causado por el microorganismo es
irreversible aun en presencia del antibidtico.

Ya que se conoce que los ureaplasmas producen amonio durante fa hidrofisis de Ia
urea (80, 105), /a cual, se ha demostrado puede ser toxica para las células (18}, asi
como este efecto también se ha comprobado por Busolo que no causa dano
macroscopico celular, esta hipotesis podria engarzar con fos resuftados obtenidos en
cuanto a la alteracion de /la permeabilidad de fa membrans, quizds debida a /a
influencia del microorganismo en el metabolismo espermdtico.



127

5.- Discusion

Asi mismo, ya que la urea es un factor limitante para el crecimiento de los
ureaplasmas (37), una vez que el numero de microorganismos comienza a descender
como consecuencia del fin de la hidrolisis de la urea y la subsecuente alcalinizacion
del medio, el efecto de los ureaplasmas sobre los espermatozoos podria estabilizarse.

Hemos demostrado igualmente, que no existe ninguna influencia de Ureaplasma
urealyticum sobre la morfologia espermadtica, y por tanto, la doxiciclina no altera esta
relacion, lo que viene a confirmar la hipdtesis de Busolo de que el ureaplasma no
produce dano celular "in vitro” (18).

La doxiciclina, al ser un bacteriostatico e inhibe la biosintesis de proteinas, puediera
impedir la liberacidon de algun factor del ureaplasma que, como apunto Busolo {18),
afecte fa movilidad y metabolismo espermadticos. Como, por otra parte, la doxiciclina
parece aumerntar {a moviilidad espermdtica, esta hipdtesis podria explicar {os diferentes
resultados obtenidos sobre la movilidad y permeabilidad de la membrana espermdaticas.



128

5.- Discusidn

3.- EXPERIMENTO Ili: UNION DE UREAPLASMA Y ESPERMATOZOO0S.

En esta experiencia comprabamos, tras 24 horas de incubacién entre ureaplasmas
y espermatozoos, y por analisis de muestras control y contaminadas a Microscopia
Electronica de Barrido, que los ureaplasmas se unen directamente al espermatozoo,
siendo sus localizaciones preferentes el flaglelo y el segmento intermedio.

Por Microscopia Electronica de Barrido, igualmente, Gnarpe y Friberg demostraron
que Ureaplasma urealyticum se asocia con la cabeza y el segmento intermedio de los
espermatozoos. Observaron una cubierta esferoidal de particulas con
aproximadamente 200 nm de didmetro en muestras de semen ureaplasma positivas.

Fowlkes observo 2 caracteristicas de los espermatozoos de eyaculados ureaplasma
positvos por ML.E. de Barrido: Ia presencia de conglomerados de pequerias particulas
adheridas a las células, y un gran namero de colas enrolladas.

fgualmente, utilizando muestras de semen de pacientes ureaplasma positivos,
Busofo (117) encontro por Microscopia Electrénica de Transmision un patron
compuesto por una zona hinchada en el segmento intermedio del espermatozoo,
defimitado por una membrana.

También observaron particulas esferoidales que cubrian el espermatozoo con una
fina matriz granular y con un didmetro de particufa de 100 a 300 nm. Estos patrones
no se encontraron en muestras ureaplasma negativas.

En todos estos estudios se analizaron muestras de semen ureaplasma positivas, vy,
aunque flas caracteristicas morfolégicas de Jlos espermatozoos observados a
Microscopia Electronica puedan indicar la presencia de ureaplasmas, no hay que
descartar la presencia de artefactos que enmascaren tal union.

En nuestra experiencia, la contarminacion se realizo de forma experimental con
controles negativos, en los que no se hallo ningun tipo de patron similar.
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Busolo, sin embargo, no encontro estos patrones de espermatozoos enrolfados y
rodeados de una fina capa en muestras de semen lavadas y contaminadas con
ureaplasmas. Este grupo concluyd diciendo que los efectos de Ureaplasma son
diferentes "in vivo" e "in vitro”. Quizds fos diferentes resultados obtenidos con
nuestra experiencia puedan deberse al tiempo de incubacion y af numero de
ureaplasrnas por espermatozoo empleados, con un rango de 50 U.C.C/esp, aunque no
tenemos constancia del tiempo y nuamero de microorganismos empleado por este
grupo.

Por otra parte tampoco hay que descartar la utilizacion de una cepa determinada de
U.urealyticum, en nuestro caso fa cepa 1867 PR, ya que, quizas, distintas cepas o
serotipos de Ureaplasma pueden ofrecernos resultados diferentes, lo cual puede ser

motivo de un futuro estudio.

En opinion de Cintron, no se sabe exactamente si fa union de ureaplasmas y
espermatozoos ocurre cuando los espermatozoos estdn almacenados en el epididimo
, durante la mezcla de fluidos en las glandulas accesorias, 0o después de que 10s
espermatozoosse depositan en los érganos femeninos.

Berger propone que la union debe realizarse en la uretra, mientras que Busolo opina
que se requiere mds tiempo al del paso por la uretra del semen, dado el complejo
patron de unién encontrado.

No obstante, dado que en nuestra experiencia hermos dernostrado fa union "in vitro"
de Ureaplasma y espermatozoos tras la incubacién durante 24 horas , pensamos que
no es necesario mdas tiempo para realizarse tal union, pero consideramos razonable
la hipotesis de Busolo, al ser demasiado rdpido el paso de semen por la uretra. Quizds
deberia realizarse un estudio seriado a distintos tiempo de incubacion de ambas células

para comprobar en que momento se realiza esta.

Aun sea cual sea el lugar de tal unién, la demostracion fisica de este suceso, nos
hace pensar en la fdcil distribucion por los genitales femeninos de este
microorganismo, lo que explica su rapida propagacion entre fa poblacion.
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4.- CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados obtenidos en base a estos experimentos, si no prueban
definitivamente la participacion de Ureaplasma urealyticumn como causa de infertifidad
masculina, abren nuevas vias de investigacion en este campo, con /a posible
utilizacion de muestras de Ureaplasma serotipadas, y la realizacion de estudios de
pobfacion mads amplios y randomizados, que prueben de forma inequivoca su
intervencion como organismo que altera la fertifidad.

No obstante, quedan dernostrados sus efectos sobre el espermatozoo, en cuanto
a alteraciones de movilidad y permeabilidad de la membrana, asi como fa unitn
ureaplasma-espermatozoo "in vitro", que debe ser investigada mds profundamente,
ultifizando espermatozoos contaminados a distintos tiempos de incubacion y a
diferentes radios U.u/esp. Estos hechos, no sdfo prueban el potencial efecto que
efercen los ureaplasmas en la fertilidad masculina, sino la posible via de propagacion
hacia los genitales femeninos, donde su influencia sobre el tracto reproductivo y por
ende sobre la fertifidad, conlleva efectos aun mds drasticos, ya que, patologias
demostradas como la salpingitis ponen en pefigro fa funcionalidad de fas trompas .

Estudios epidemiolégicos como los de McCormack y Tayfor Robinson (86, 139),
demuestran la propagacion de los ureaplasmas sobre todo desde el hormbre hacia la
mufer, lo cual se relaciona estrechamente con la unién entre espermatozoos y
ureaplasmas.

Por otra parte, y dado que este estudio se refiere concretamente sobre el efecto que
ejercen los ureaplasmas en relacion con la fertilidad, se puede pensar en su
importancia de cara a la utitizacion de fas Técnicas de Reproduccion Asistida.
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Partiendo de trabajos como los de Montagut (93] del pasado arno, en el que refiere
un 42% de casos de parejas incluidas en programas de F.I.V, en las cuales por lo
menos uno de los miembros presentaba una infeccion por Ureaplasma, la incidencia
de Ureaplasma en el semen es un factor de riesgo que debe ser investigado. Esto, no
Solamente aumentaria la tasa de embarazos con la utilizacion de estas técnicas, sobre
sino que disminuirian los costes que un Programa de Reproduccion Asistida conlleva.

Barwin (8}, en 1984 refirio un caso de transmision de Ureaplasima urealyticum por
inseminacion artificial con semen de donante. Dado que los donantes son siempre
sometidos a estudios urologicos y microbiolégicos completos, cabe pensar en la
infeccion asintomatica de ureaplasmas, y en la necesidad de la realizacion de cultivos
de micoplasmas.

Habria que pensar, sobre todo, en parejas que, integradas o no en programas de
Reproduccion Asistida y diagnosticadas de infertilidad inexplicable, no se han
sometido ninguno de los dos miembros a un sreening de micoplasmas.

Aun a pesar de las dificultades que un estudio de micoplasmas puede suponer,
pensamos que fas ventajas que de é/ se derivan, hace recomendable su utilizacion de
cara a un mejor conocimiento de los factores de origen infeccioso que influyen sobre
la fertilidad.
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1.- La movilidad espermadtica disminuye en contacto con Ureaplasma urealyticum
de forma directarnente proporcional al tiempo de contacto ureaplasma-espermatozoo
y al numero de U.C.C por espermatozoo .

2.- La permeabifidad de la membrana espermadtica se altera en contacto con
Ureaplasma urealyticum de forma directamente proporcional al tiempo de contacto

ureaplasma-espermatozoo, y al numero de U.C.C por espermatozoo.

3.- Ureaplasma urealyticum no afecta la morfologia espermaética

4.- Ureaplasma urealylicum se une "in vitro"” a los espermatozoos tras 24 horas de
incubacion, localizandose preferentermmente en fas zonas del cabeza y flagelo.

5.- La doxiciclina aumenta la movilidad espermatica en muestras sin ureaplasmas.
a partir de las 4 horas de incubacion.

6.- La doxiciclina en presencia de ureaplasmas y espermatozoos, empieza a ejercer
su accion impidiendo el descenso de movilidad espermatica a partir de las 4 horas de
incubacion.

/.- La doxiciclina en presencia de ureaplasmas y espermatozoos, no gjerce efecto
alguno sobre la permeabilidad de fa membrana espermatica.
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RESUMEN

El problema de la infeccion genital masculing y su relacion con la infertilidad es un tema
controvertide y bastante estudiade hasta el momento actual, aunque siguen sin existir
soluciones concretas.

Ureaplasma urealyticum es uno de los microorganismos implicados en esta polémica mas
frecuentemente aislado de varones asintomdticos infértiles. Su incidencia entre la poblacion,
no sélo masculina, sino femenina, ha aumentado de forma alarmante en los iltimos afios,
paralelamente al incremento de los casos de infertilidad.

Para conocer cual puede ser la influencia de los ureaplasmas en los pardmetros
espermdticos y por ende, en la infertilidad masculina, hemos disefiado una serie de
experiencias basadas en la contaminacion "in vitro” de eyaculados normales por
concentraciones conocidas de ureaplasmas, valorando las alteraciones producidas en los
espermatozoos a distintos tiempos de incubacién con el microorganismo.

En este sentido, hemos valorado en primer lugar alteraciones de la movilidad, morfologia
e integridad de la membrana espermdticas en muestras control y contaminadas con
ureaplasmas.

En segundo lugar, y para comprobar la influencia de los antibioticos en los ureaplasmas
y los espermatozoos, realizamos la experiencia en condiciones similares a las descritas
anteriormente pero incluyendo otra linea con espermatozoos, ureaplasmas y doxiciclina,

Por altimo, la comprobacion mas evidente de la relacién entre ureaplasmas y alteraciones
espermdticas seria la union fisica entre ambos, para lo cual hemos visualizado a Microscopia
Electronica de Barrido muestras de espermatozoos incubadas durante 24 horas con

Ureaplasma _urealyticum.

Con todo ello, hemos comprobado un descenso de movilidad espermdtica directamente
proporcional al tiempo de incubacion y nimero de bacterias, un aumento en el nimero de
espermatozoos con la membrana alterada en los mismos términos, mientras que no se han
observado alteraciones morfologicas. Asi mismo, no se han observado influencias significativas
de la doxiciclina en cuanto , permeabilidad de la membrana y morfologia espermdticas,
aunque si un aumento de la movilidad espermdtica en los controles con doxiciclina a partir
de las 2 horas de incubacion.

Hemos observado por otra parte, a Microscopia Electronica, la unién de los ureaplasmas
a los espermatozoos en la zona de la cabeza y flagelo.

Podemos concluir que Ureaplasma urealvticum influye negativamente en la viabilidad
espermdtica, siendo una posible causa de infertilidad masculina. Finalmente, pensamos en la
necesidad de valorar las infecciones por micoplasmas en varones infértiles, haciendo hincapié
en el titulo de microorganismos .
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Contamination "in vitro” of semen with Ureaplasma urealyticum

SUMMARY

The relationship of genital infection in men and fertility is controversial. The microorganism
Ureaplasma urealyticum es related with sterility and it is frequently isolated from sterile man
without clical sign of infection. Nowadays is being observed an increase of Ureaplasma
infections in women in parallel with sterility.

We have tested the effects of Ureaplasma urealyticum on spermatozoa when added to semen
cultures collected from healthy men. Alteration in movility, changes in morphology and
integrity of spermatozoa membrane were attended.

Lost of spermatozoa movility and damage in the spermatozoa membrane were found along
the inccubation depending of the number of bacteria added to the culture. No morphological
changes of spermatozoa were observed at any time during incubation. The presence in the
culture of antibiotic doxicycline did not modify the date indicated above except the movility.

In the mixed cultures of spermatozoa an Ureaplasma urealyticum for 24 hours by Scanner
Electron Microscopy was find out that the microorganisms were aitached to the tail and the
head of the spermtozoa.

We conclude that Ureaplasma urealyticum alter the viability spermatozoa and may be the
cause of sterility in men.
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Tabla

X -

.- Tanto por ciento de espermatozoos méviles (+ + +) de las muestras Control y Problema alas 0,2y 4
horas de incubacion a distintas concentraciones bacterianas.

2

U. urealyticum DKF-4

** U.C.C./esp.: n? de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo

* ** Condicén. 2 Horas 4 Horas
Cepa | UCC/esp Basales % T
| Control (%) Problema (%) Control (%) Problema (%)
1 2 50 25 15 20 5
1 2 50 50 45 40 40
2 2 60 60 60 60 50
1 3 60 60 50 60 40
1 3 50 40 40 40 30
2 4 70 70 70 60 50
1 4 60 60 50 60 40
2 4 50 50 40 30 15
1 5 50 40 40 40 20
2 5 60 60 40 50 30
1 5 70 70 60 60 50
2 10 60 40 25 25 15
2 10 50 B0 50 60 490
2 10 70 70 60 60 30
1 10 70 70 60 60 30
1 10 60 60 40 50 25
1 25 60 40 50 50 20
1 25 60 40 30 40 0
1 25 60 30 0 25 0
2 25 70 70 50 60 20
1 30 60 40 25 40 0
1 30 50 50 40 40 20
2 30 60 60 40 50 10
1 40 70 70 50 60 20
1 40 60 60 40 50 10
1 40 60 50 25 50 20
1 50 60 60 40 50 10
1 50 60 50 30 50 0
1 50 &0 40 25 30 0
1 50 50 25 0 25 0
2 50 70 60 30 50 20
! 1
*Cepa: 1 = U urealyticum 1867 PR




- X -

Tabla ll.- Tanto por ciento de espermatozoos con endésmosis negativa de las muestras Control y Problema a

las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion a distintas concertraciones bacterianas.

R - Condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
Cepa ] UCC/esp Ba(s;:)les Control Problema Control Problema Contral | Problema
{%) (%) (%) (%) %) | (%)
1 2 30 30 32 32 35 40 46
1 2 25 30 35 36 48 40 58
2 2 38 38 36 48 55 72 80
1 3 38 36 38 40 50 650 75
1 3 30 34 38 40 49 66 77
2 4 30 30 32 38 46 40 65
1 4 28 30 35 42 50 50 68
2 4 25 30 36 40 52 52 70
1 5 50 54 55 55 65 59 79
2 5 32 30 36 44 50 50 60
1 5 21 20 30 40 52 45 70
2 10 40 40 45 45 65 50 75
2 10 25 25 28 28 38 35 48
2 10 35 35 42 4 56 63 76
1 10 35 35 40 40 58 60 7%
1 10 38 36 46 52 68 72 86
1 25 26 26 36 30 48 45 72
1 25 46 49 60 65 82 61 85
1 25 34 33 45 - 38 60 45 75
2 25 38 40 45 50 68 75 90
1 30 38 40 48 42 62 50 72
1 30 32 36 45 40 58 52 75
2 30 30 40 50 40 50 66 84
1 40 25 30 42 40 58 60 78
1 40 35 30 35 38 48 42 65
1 40 38 34 45 42 60 62 80
1 50 42 47 53 - - 52 65
1 56 26 25 36 26 59 50 78
1 50 28 239 472 26 66 39 80
1 50 20 30 39 42 60 50 72
2 50 25 25 39 30 48 50 75
*Cepa: 1 = U urealyticum 1867 PR
2 = U. urealyticum DKF-4
**U.C.C./esp.:  n?de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabla Hl.- Tanto por ciento de espermatozoos morfolégicamente normales a las 0, 2, 4 y 24 horas de
incubacidn a distintas concentraciones bactetianas en ias muestras Control y Problema.

. . Condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
Cepa| UCC/esp Ba(s;'s)les Control | Problema | Control | Problema | Control | Problema

) (%) | (%) (%) (%) (%) (%)
1 2 68 66 62 65 69 66 59
1 2 72 70 68 65 €9 60 62
2 2 56 55 54 54 57 54 55
1 3 66 66 62 63 62 56 58
1 3 76 75 70 68 69 64 54
2 4 58 57 55 55 56 50 45
1 4 65 65 60 64 66 60 58
2 4 &5 84 63 60 58 54 55
1 5 67 60 54 52 48 46 48
2 5 58 55 50 48 59 55 57
1 5 78 76 % 70 71 62 63
2 10 85 65 64 62 64 60 59
2 10 66 61 59 56 55 43 41
2 10 67 66 66 62 60 46 43
1 10 78 76 &8 63 63 48 48
i 10 75 70 69 60 62 56 55
1 25 59 50 52 53 54 47 48
1 25 58 56 59 58 58 54 56
1 25 62 59 59 . 95 56 48 48
2 25 59 54 53 50 48 41 54
1 30 66 60 &0 58 55 53 56
1 30 80 62 60 62 60 4B 47
2 30 55 54 53 51 50 45 54
1 40 58 50 50 48 44 40 47
1 40 71 71 70 68 62 58 56
1 40 72 68 67 60 52 46 47
1 50 58 55 55 50 48 43 45
1 50 67 65 64 62 60 56 56
1 50 &6 60 58 50 48 45 47
1 50 65 64 64 62 &0 49 50
2 50 58 56 54 50 54 47 46

u . 1
*Cepa: t = U urealyticum 1867 PR
2 = U. urealyticum DKF-4
**U.C.C./esp.:  n%de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabla V.-  Tanto por ciento de espermatozoos moviles (+ + +) de las muestras Control y Problema
a las 0, 2 y 4 horas de incubacion utiizando una sola muestra de semen a distintas
concentraciones bacterianas de U. urealyticum 1867 PR.

- Condic. 2 Horas 4 Horas
UCC/esp Basales %
Control (%) Problema (%) Control (%) Problema (%)
2 50 50 45 45 40
3 60 60 50 60 40
4 7Q 70 70 G0 50
5 70 70 60 60 50
10 70 70 60 &0 30
10 70 60 60 50 50
25 70 N 70 5G &0 - 20 |
25 70 70 50 60 20
30 B0 &0 44 50 20
30 70 60 45 45 15
40 60 80 44 50 10
40 70 60 . 30 40 0
50 70 70 40 30 0
50 80 60 30 40 10

** U.C.C./esp.: n?de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo



-XIV -

Tabla V.- Tanta por ciento de espermatozoos con enddésmosis negativa en las muestras Contral v
Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion utilizando una scla muestra de semen a
distintas concentraciones bacterianas de U. urealyticum 1867 PR.

" Condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Ba(i:)les Controi Problema Control Problema Control | Problema

(%} (%) (%) (%) (%) (%)
2 25 30 35 36 48 40 58
3 38 36 38 40 50 60 75
4 30 30 32 38 46 40 65
4 25 28 30 36 40 48 68
5 21 20 30 40 52 47 65
10 35 35 40 40 58 60 75
10 30 36 42 48 52 60 78
25 38 40 45 50 68 75 86
25 36 38 49 56 69 60 78
30 30 iy 50 40 50 66 72
40 35 30 35 38 48 42 78
49 40 42 48 50 60 52 75
50 26 20 36 35 58 49 76

** |J.C.C./esp.: n2?de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo



Tabla Vl.- Tanto por ciento de espermatozoos morfolégicamente normales de las muestras Control y
Problema alas 0, 2. 4 y 24 horas de incubacién utilizando una sola rmuestra de semen a
distintas concentraciones bacterianas de U. urealyticum 1867 PR.

o Condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Ba(s:/a)les Control Problema Control Problema Control | Problema

| (%) (%) (%) (%) (%) (%)
2 72 70 68 65 69 60 62
3 66 66 62 63 62 56 58
4 58 57 55 55 56 50 45
5 78 76 75 70 71 62 63
10 78 76 68 62 63 48 48
10 75 70 72 68 67 60 58
25 59 54 53 50 48 41 54
25 62 60 62 58 58 50 52
30 55 54 53 51 50 45 54
40 71 71 70 68 62 58 56
40 70 71 68 65 64 52 50
50 62 60 62 58 56 45 42

** U.C.C./esp.: n&de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo



Tabla V.- Tanto por ciento de espermatozoos con movilidad activa de las muestras Control y
Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion utilizando muestras de semen fresco y sin
lavar a distintas concentraciones bacterianas de U. urealyticum 1867 PR.

v condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Ba(s-::;es Control | Problema | Control | Problema | Control | Problema

° (%) (%) (%) (%) (%) (%)
2 60 60 60 50 50 10 0
3 70 70 60 65 55 20 0
5 50 50 45 40 30 0 0
10 70 65 50 60 40 15 0
10 80 70 60 60 40 25 10
25 70 60 50 60 40 15 0
30 60 60 45 50 30 10 0
40 60 50 40 40 10 10 0
50 75 70 60 65 25 20 0
50 60 60 40 60 30 0 0

** 1.C.C./esp.: n%de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabia VIIl.- Tanto por ciento de espermatozoos con endésmosis negativa de las muestras Control vy
Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion utilizando muestras de semen fresco y sin
lavar a distintas concentraciones bacterianas de U. urealyticum 1867 PR.

v | condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Ba(soz)fes Control Probiema Control Problema Control | Problema

(%) (%) (%) (%) | (%) (%)
o 25 26 30 30 40 40 52
3 30 32 36 35 46 46 58
5 32 30 a2 35 48 48 60
10 20 25 0 30 35 as 48
10 18 20 32 30 40 40 56
25 30 32 40 38 52 52 | 66
30 32 30 42 36 48 48 72
40 20 26 as 30 32 a2 65
50 28 30 4 40 46 48 68
50 25 30 46 36 40 40 79

** y.C.C./esp.. n? de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo



- XVII -

Tabla IX.- Formas espermaticas morfolégicamente normales (en %) de las muestras Control y
Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacidn con U. urealyticum 1867 PR utilizando
semen fresco sin lavar. B

" Condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Ba(s;/a)les Control Problema Control Problema Control | Problema

° (%) (%) (%) (%) (%) (%)
2 658 65 66 70 72 60 56
3 70 72 70 89 65 60 58
5 72 70 72 71 70 58 54
10 59 61 60 58 60 50 52
10 64 65 64 62 60 49 48
25 75 70 72 70 68 62 60
30 70 68 65 66 60 48 48
40 62 65 63 60 58 50 48
50 60 58 59 56 54 50 51
50 58 62 60 58 60 g2 49

** U.C.C./esp.: n?de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabla X.- Tanto por ciento de espermatozoos maviles (+ + +) de las muestras Control y Problema a
las 0, 2 y 4 horas de incubacién lavadas con medio urea y a distintas concentraciones de
U. urealyticum 1867 PR.

- Condic. 2 Horas 4 Horas
UCC/esp Basales %
Control (%) Problema (%) Control (%) Problema (%)

2 60 60 60 55 40
4 65 65 60 50 40
5 70 65 60 60 35
10 60 60 50 50 30
25 65 60 50 50 25
30 75 70 50 65 40
40 55 55 40 45 25
50 60 60 45 40 20
50 7C 60 40 40 10

** |J.C.C./esp.: n?de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo



Tabla Xl.- Tanto por cientc de espermatozoos con enddsmosis negativa de las muestras Control y
Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion lavadas con medic urea a distintas
concentraciones de UL urealyticum 1867 PR.

. Condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Bas:/ales Control Problema Controi Problema Contro!l | Problema |

i e | (%) (%) (%) (%) (%}
) 24 24 30 30 44 44 65
4 35 a7 40 40 54 54 60
5 32 33 a8 34 46 53 66
10 43 40 46 44 53 68 76
25 36 38 46 40 51 46 72
30 | 26 31 39 52 56 45 87
40 32 30 38 43 60 59 88
50 25 27 42 28 57 44 79
50 19 24 44 © 28 55 43 86

** J.C.C./esp.: n?de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabla Xll.- Formas espermaticas morfolégicamente normales (en %) de las muestras Control y
Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacidén lavadas con medio urea y a distintas
congentraciones de U. urealyticum 1867 PR.

. Condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Ba(so/a;es Control Probiema Control Problema Control | Problema

° (%) (%) {%) (%) (%) {%)
2 87 66 65 64 59 58 55
4 85 60 58 65 63 60 59
5 58 60 62 58 62 57 58
10 72 66 65 63 60 55 50
25 56 60 62 60 62 58 54
30 55 58 55 50 58 45 48
40 60 62 59 62 60 56 55
50 68 66 65 62 60 59 60
50 59 62 60 B 63 53 50

** |).C.C./esp.: n° de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabta XIll.- Tanto por ciento de espermatozoos méviles de las muestras Control, Control+U.
urealitycum inactivado y Problema a las 0, 2 y 4 horas de incubacion a distintas
concentraciones de U. urealyticum 1867 PR.

2 Horas 4 Horas
*x Condic. Control (%) Control (%)
UCC/esp |Basales % | Problema (%) Problema (%)
C1 C: Ci Cz

2 60 55 55 50 50 50 40

4 65 65 65 50 60 60 35
5 55 55 55 50 50 50 30
10 68 65 85 60 50 50 30
25 55 55 55 40 50 50 25
30 70 65 60 50 60 60 30
40 75 70 70 50 50 50 25
50 60 60 60 45 50 50 10
50 65 65 60 40 45 50 20

** U.C.C./esp.: n®de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabla XIV.- Tanto por ciento de espermatozoos con enddsmosis negativa de las muestras Control,
Caontrol + U.urealyticum inactivo y Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacién a distintas
concentraciones de U. urealyticum 1867 PR,

v |condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp E!ai/a!es Control | Problema | Control | Problema | Control | Problema
° (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ci] Cz Ci| C2 Ci| C2

2 25 26 24 35 28 29 46 42 44 55
4 32 33 34 38 38 40 48 54 54 67
5 30 32 33 41 40 42 54 50 53 66
10 24 25 23 37 33 35 59 48 47 69
25 25 30 34 44 39 44 62 55 58 78
30 34 32 33 42 40 42 60 56 55 78
40 36 33 36 55 42 45 68 58 60 87
50 21 24 26 53 46 44 69 60 62 89
50 32 33 30 42 40 43 57 50 52 88

** J.C.C./esp.: n? de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabia XV.- Formas espermaticas morfolégicamente normales {en %) de las muestras Control,
Control + U.urealyticum inactivo y Problema a las 0, 2, 4 y 24 horas de incubacion a distintas
concentraciones de_U. urealyticum 1867 PR.

v |condic. 2 Horas 4 Horas 24 Horas
UCC/esp Basoaies Control Problema Control Problema Control Problema |
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ci| C2 Cit C2 Cil Cz
z2 66 65 67 64 66 68 65 59 56 55
4 54 55 58 56 54 43 44 41 42 39
5 53 54 56 53 54 55 49 36 33 34
10 62 64 63 66 60 65 67 59 55 50
25 59 61 62 59 58 55 58 —;; 45 48
30 62 63 66 65 64 60 64 46 44 48
40 63 62 B5 61 64 66 67 53 54 55
50 54 |55 |56 57 55 | 53 55 a0 | 39 37
50 59 59 58 60 62 59 58 44 40 45

** |J.C.C./esp.: n? de Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo



Tabla XVI.- Concentraciones bacterianas (U.C.C./ml) enlas 5 lineas del experimento | en |as muestras Contro! Microorganismo y
Problema afas 0, 1, 2, 3 y 4 horas de incubacidn.

Tiempo
4] 1 2 3 4
Control Problema Control Probhiema Control Problema Control Probiema Control Probiema
5 3 2 2 2
I 10 108 10 ° 10 8 10 10 ® 10 10 10 10
7 7 7 7 5 6 3 3 2
] 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
7 7 7 7 7 5 5} 4 8 2
il 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
7 7 4 2 3
v 10° 10 ° 10 10 10° 10 ° 10 10 10 10
7 7 7 S 4 2 2 2
V* 10 10 10 10 © 10 ® 10 10 10 10 10

* En esta linea se redlizaron titulaciones allos mismos tiempaos no detectandose crecimiento bacteriano en el control 2 (semen + U. urealyticum inactivo).




Tabia XVIl.-  Tanto por ciento de espermatozoos moviles en las muestras Contral y Problema {con y sin antibidtico) a 2 y 4
horas de incubacién a distintas concentraciones bactefianas.
2 Horas 4 Horas
Control Problem Control Problema
Control Problema antibiotico antibiétii; Control Problema antibiético antibiético
* ** semen (UU +esp) (esp+doxy) (esp+UU +doxy) semen (UU +esp) (esp+doxy) (esp+UU+doxy)
Cepa UCC/esp (%) (%) (%) {%) (%) (%) (%) (%}

1 10 60 50 60 50 50 30 55 40

1 10 60 50 55 50 50 30 60 40

1 10 50 40 50 35 50 20 60 30

2 10 70 65 70 60 60 40 65 40

1 30 60 50 60 50 50 30 70 40

2 30 55 40 50 45 50 20 60 20

1 40 60 40 65 40 40 20 65 20

2 40 70 50 70 50 60 20 70 30

1 50 80 60 70 55 75 10 75 10

] 50 60 40 60 40 50 5 70 15

1 50 75 50 70 55 60 10 70 10

2 50 60 30 55 30 50 0 70 10

* Cepa: 1 = U.Urealyticum 1867 PR **U.C.C./esp = Unidades Cambladoras de Color por espermatozoo

2 = U. Urealyticum DKF-4

S IAXX -



Tabla XVIIi.- Tanto por ciento de espermatozoos con endésmosis negativa en las muestras Control y Problema {con y sin
antibidtico) a 2, 4 y 24 horas de incubacién con distintas concentraciones de ureaplasmas.
2 Horas 4 Horas
lp Control Probtema 'lP Controt Problema Control Problema
ControfProblema |antibiético |  antibidtico  [Contro#Problema |@ntibidtico |  antibidtico BontroJProbiema antibidtico | antibiético
* « |semenjUU +esp) fesp+doxy)}fesp+UU +doxy)lsemenfUU + esp) (esp +doxy) esp + UU +doxy)lgemen JUU +esp) fesp +doxy) Kesp+UU+doxy)

Cepa UCC/esy (%) (%) (%) (%) {%) (%} (%} (%) (%) (%} (%) (%)
1 10 35 40 38 42 38 45 36 46 45 56 48 56
1 10 30 36 32 40 36 44 36 44 44 58 40 60
1 10 32 35 32 34 34 40 38 42 40 50 42 48
2 10 36 40 35 42 40 46 42 44 48 54 46 52
1 30 34 38 34 40 ' 38 32 36 40 52 59 50 60
2 30 30 36 32 38 35 45 34 44 50 60 48 60
1 40 36 40 40 40 40 45 42 43 46 62 45 59
2 40 40 45 42 46 42 50 44 52 44 64 43 62
1 50 34 40 38 42 40 52 42 50 48 60 46 62
1 50 38 42 42 45 42 60 44 60 50 70 52 68
1 50 32 40 36 38 40 48 45 50 48 62 40 60
2 50 37 46 40 44 44 56 42 54 53 68 52 70

* Cepa: 1 = U.Urealyticum 1867 PR

2 = U. Urealyticum DKF-4

** J.C.C./esp = Unidades Cambiadoras de Color por espermatozoo
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Tabla XIX.- Tanto por ciento de espermatozoos morfoldégicamente normales en las muestras Control y Problema {con y sin
antibiético) a 2, 4 y 24 horas de incubacion con distintas concentraciones bacterianas.
2 Horas 4 Horas
Control Problema | Controi Problema Control Problema
ontrollProblema |antibidtico [  antibidtico  fcontrofProblema [antibibtico |  antibiético  LontrolProblema |antibidtico antibiético

* w  lsemenjUU+esp) Kesp+doxy)Kesp+UU +doxy)|semenUU + esp) kesp-+doxy) (esp+UU +doxy)|semen JUU +esp) kesp +doxy) Kesp+UU +doxy)

CepajicCresy (%) | (0 | (% (%) (%) [ (%) %) (%) (%) | (%) (%) (%)
r -+ +

1 10 62 64 60 62 64 64 62 G5 57 56 54 52

1 10 65 64 64 65 64 60 62 62 54 52 50 48

1 10 68 70 72 70 65 72 68 &7 60 58 58 61

2 10 60 62 64 70 62 60 65 64 48 46 52 50

i 30 63 65 60 62 ‘64 60 62 58 44 48 46 50

2 30 65 70 72 70 66 68 70 68 54 50 58 54

1 40 68 64 65 68 654 80 67 60 60 58 50 48

2 44 70 72 70 72 68 66 &5 67 50 48 52 44

1 50 72 70 74 73 66 64 63 60 48 42 45 40

1 50 70 72 71 74 67 70 72 66 52 50 51 49

1 50 75 74 76 75 ie 70 74 69 48 49 52 50

2 50 76 75 70 72 75 70 68 70 54 52 56 50

* Cepa: 1 = U.Urealyticum 1867 PR ** 11.C.C./esp = Uridades Cambiadoras de Color por espermatozoo
2 = {J. Urealyticum DKF-4

- [HAXX -



Tabla XX.- Concentraciones bacterianas (U.C.C./ml) en el experimento li emlas muestras Control Microorganismo, Problema y Antibidtico Problema allas 0,
1, 2, 3y 4 horas de incubacién.

mpo thoras)

] 0 1 2 3 4
Control [ Antiblé- Control Antibid- Control Antibié- Control Antlbio- Control Antiblé-
microor- tico microor- tico microor- tico microor- tico microor- tlco
p f Probl
ganismo roblema | proniema | ganlsmo | PrOP®™a | proplema | ganismo Problema | problema | ganismo | PrOP'®M2 1 proplema | ganismo roblema 1 proplema
. . a 3 4 4 2 2
10° 10° 10° 0" 10 ° 10° 10° 10° 10° 10 10 10 10 10 0
10 ° 10 ® 10° 10° 10° 10’ 10° 10° 10° 10" 10° 10° 10° 10" 10
[} 8 [ ] 8 3 8 6 2 4 8 3 2
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0
10 10° 107 10° 10° 10° 10 * 10° 102 10"° 10 ° 10 10 ° 10* 0
] [} 5 [+ ] 8 4 5 & 3 2 3 2
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
10° 10° 10° 10° 10 ° 10° 10 ¢ 10 ° 10° 10° 10° 10" 10° 10° 10 °
5 5 8 [+3 4 3
10’ 10’ 10 ° 10 ° 10’ 10° 10 10 10 10° 10 10 10" 10° 10
T 8 T & 5 5 4 B B 4 4 4
10° 10 10 10 10 10 10 10° 10 10 10 10 10 10 10"
7 & 7 7 H 6 4 5 8 4 4 8 3 3 a
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
6 7 7 6 8 & 3 6 l 6 4 3 3 2
10 10 10 10 10 10 10 10" 10 10 10 10 10 10 10
8 ;] & 8 4 6 3 2 2
1w’ | 10’ 10 10 10 10 ° 10 10° 10" 10 10 10 10 10 10
8 7 8 5 e ] 5 5 4 3 3 4 2
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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