ORIGINALES

e/ Localizador web
Articulo 213.765

Estudio de la presencia de leucocitos
en muestras de semen posvasectomia

Marfa Somolinos?, Carlos Aulesa®, Marfa Cabrera?, Isabel Caragol®, Irene Planells® y Emilio Zahonero¢

*Laboratorios Clinicos. Unidad de Seminologin. Servicios Clinicos Centrales. Hospital Universitario Valle de Hebron. Barcelona. Espaiia.
Laboratorio de Inmunologin. Unidad de Inmunologin. Servicios Clinicos Centrales. Hospital Universitario Valle de Hebrén. Barcelona. Espasia.
*Servicio de Microbiologin. Unidad de Urocultivos y Genitales. Servicios Clinicos Centrales. Hospital Universitario Valle de Hebron.

Barcelonn. Espana.

*Unidad de Cirugin Sin Ingreso (UCSI). Parque Sanitario Pere Virgili. Barcelona. Espaiia.

RESUMEN

Objetivo: Estudio de la presencia de leucocitos en el semen (leucosper-
mia) de sujetos sometidos a vasectomia.

Métodos: Las muestras obtenidas fueron analizadas en la Unidad del
Laboratorio de Andrologia segiin protocolo de la British Andrology
Society (2002). De las 137 muestras analizadas, 33 (24%) cumplian
los criterios de leucospermia propuestos por la OMS y se enviaron al
Laboratorio de Microbiologia para su estudio. Otras 24 muestras se
remitieron al Laboratorio de Inmunologia para realizar un estudio di-
ferencial de la poblacién leucocitaria. Se determiné también la presen-
cia de anticuerpos antiespermatozoides en 23 muestras. Asimismo, se
realizé el estudio microbiolégico de un grupo control de muestras sin
leucospermia.

Resultados: El cultivo microbiolégico de estas muestras dio como re-
sultado: negativo en el 72,7% de los casos, presencia de abundantes
colonias de flora grampositiva aerobia en el 9,1% de los casos y pre-
sencia de colonias con significado patolégico en el 18,2% de los casos.
Los microorganismos patologicos aislados fueron: Ureaplasma urealy-
ticum, Streptococcus vividans, Enterobacter aerogenes, Morganella mor-
pganiiy Klebsiella oxytoca. El estudio inmunol6gico mostrd un predo-
minio de leucocitos polinucleares. El estudio de los anticuerpos
antiespermatozoides dio un 4,3% de muestras positivas.

Conclusiones: Descartado el componente infeccioso, se plantea un
componente inflamatorio subclinico secundario a la vasectomia como
responsable de la presencia de leucocitos en el semen.
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ABSTRACT

Study of the presence of leukocytes
in postvasectomy semen samples

Aim: To evaluate the presence of leukocytes in se-
men (leukospermia) of patients who had under-
gone vasectomy recently.

Methods: The semen analysis was performed ac-
cording to the Bristish Andrology Society guideli-
ne (2002). Samples of 137 subjects who had un-
dergone vasectomy 4 months previously were
analyzed. 33 (24%) met the WHO leukospermia
criteria and were sent to the microbiology lab for
study. 24 samples were sent to the immunology
lab for immunophenotypic analysis. Presence of
anti-sperm antibodies was also determined in 23
samples. Microbiologic study was also carried out
in samples without leukospermia, that were used
as control group.

Results: The results of the microbiological culture
of the samples showed: negative culture in 72.7%
of the samples, abundant colonies of aerobic
gram-positive bacteria in 9.1% of the samples and
presence of pathological bacterial colonies in
18.2% of the samples. The species isolated were:
Ureaplasma uwrealyticum, Streptococcus viridans,
Enterobacter aerogenes, Morganelln morganii y
Klebsiella oxytoca. The immunological study sho-
wed a predominance of polymorphonuclear leu-
kocytes. 4.3% of the samples had a positive titer
of anti-sperm antibodies.

Conclusion: An infectious etiology was ruled out
and therefore a postvasectomy subclinical immu-
nological inflammatory response was considered
as the cause of leukospermia in the patients stu-

died.

Key words: Vasectomy. Leukospermia. Semen.
Leukocytes.
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IINTRODUCCION

El significado de la presencia de leucocitos en el
liquido seminal es un tema ampliamente discutido
por numerosos autores. Segun la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) se entiende por leucos-
permia la presencia de mds de 1 X 10°de células
blancas por mililitro de semen!. Hay evidencias acer-
ca de la asociacién entre la presencia de leucosper-
mia y la disminucién de la calidad del semen, y se
observa leucospermia en el 10-20% de los varones
infértiles®”. Asi, entre las causas posibles de leucos-
permia, la explicacién mas aceptada es la presencia
de un proceso inflamatorio o infeccioso que cursarfa
de manera subclinica??%8. No obstante, no siempre
se encuentra esta correlacion®®. Entre otros posibles
factores etioldgicos, es posible que la abstinencia se-
xual influya en la aparicién de leucospermia, ya que
cuanto mds tiempo permanezcan los espermatozoi-
des en el epididimo, mds macréfagos y granulocitos
seran atraidos por los espermatozoides envejecidos,
ocasionando un aumento de la presencia de leucoci-
tos en el eyaculado?.

Con relacién a la vasectomia, diversos estudios de-
muestran que los varones vasectomizados presentan
cifras mas bajas de leucocitos en semen que los no
vasectomizados. De hecho, se encuentran valores de
leucocitos entre un 70 y un 80% menores en varones
vasectomizados que en varones no vasectomizados?.
Sin embargo, con frecuencia se demuestra la presen-
cia de parimetros anormales en el anilisis de semen
y disfuncidon espermdtica en pacientes sometidos a
una vasectomia reversa o vasovasostomia. En mu-
chos de estos casos se encuentran en semen, como
principales candidatos del origen de esta disfuncién
espermatica, altos valores de especies reactivas del
oxigeno (ROS), y los leucocitos seminales estin aso-
ciados a este incremento de ROS, aunque no de una
manera absoluta®.

En el Laboratorio de Andrologia del complejo hos-
pitalario Valle de Hebrén, se lleva a cabo el control
seminal posvasectomia que, actualmente, se considera
como el mejor método para valorar la efectividad de
la técnica quirtrgica'®!?. En nuestro laboratorio se
realizan mas de 400 controles analiticos posvasecto-
mia al aio de pacientes procedentes del hospital y de
otros centros de cirugia ambulatoria, y constituye el
laboratorio de referencia de su drea sanitaria provin-
cial.

Durante la realizacién de los controles posvasecto-
mia siguiendo el protocolo establecido por la British
Andrology Society!3) se ha observado la presencia de
leucocitos en multiples muestras de semen. Al relacio-
nar este hallazgo con los conocimientos actuales acer-
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ca de la etiologia de la leucospermia, se plante6 la in-
cégnita del origen v significado de la presencia de es-
tos leucocitos en el semen de los pacientes vasectomi-
zados.

El objetivo de este estudio fue intentar conocer la
etiopatogenia de esta leucospermia en las muestras de
semen de pacientes vasectomizados y comprobar si
tenfa algan significado clinico relevante.

METODOS

Se analizaron un total de 137 muestras de semen
para control posvasectomia, que llegaron a nuestra
unidad en un perfodo de 2 meses. Ningan paciente
presentaba sintomas de infeccién genitourinaria clini-
camente activa. Las muestras de semen se recogieron
tal y como especifica la British Andrology Society!.
De estas muestras, se alicuotaron inmediatamente
500 nl que se depositaron en tubos estériles para su
posterior estudio microbioldgico, si procedia.

Analisis seminal

En primer lugar se realiz6 un examen del semen en
fresco, depositando una alicuota de 10 pl en un por-
taobjetos termostatizado a 37 °C, con un cubreobje-
tos de 22 X 22 mm. Se examinaron de 20 a 30 cam-
pos con un microscopio Optico para detectar la
presencia de espermatozoides y/o la presencia de
otros elementos formes como leucocitos o células
germinales.

Las muestras se centrifugaron a 500 g durante 10
min y el sedimento se examind de la misma manera
que en fresco. En los casos en los que se observo la
presencia de abundantes leucocitos, se procedié a la
tincién de éstos para su identificacién y diferenciacién
con el equipo de tincién LeucoScreen® (Fertipro lab)
para hacer el diagnéstico diferencial de los leucocitos
con las demas células que puede contener el semen
(células germinales, rounds cells, etc.). Asimismo, se
analizaron las muestras de semen con un citémetro de
flujo Sysmex UF-100® para orinas (Roche Diagnos-
tics) para confirmar el diagnéstico de leucospermia
(desde 1 X 106 leucocitos/mm semen).

Una vez seleccionadas las muestras que cumplian
los criterios establecidos de leucospermia, se procedié
al analisis microbiolégico e inmunolégico como se
describe a continuacién.

Analisis microbioldgico

Se seleccionaron las muestras positivas para leu-
cospermia, y se remitieron a microbiologfa las ali-
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cuotas separadas en los tubos estériles reservados ini-
cialmente.

Las muestras se sembraron en agar sangre y en me-
dio de MacConkey con asa calibrada de 1,/100. Las
placas de agar sangre se incubaron en atmosfera aero-
bia con un 5% de CO, a 37°,y las placas de MacCon-
key en atmosfera aerobia a 37°. La primera lectura se
efectud a las 24 h, y la lectura definitiva a las 48 h de
incubacién. Se consider6 valorable el crecimiento de
microorganismos posibles patdgenos, distinguiéndo-
los de la flora sin significado patolégico, frecuente en
este tipo de muestra. En los cultivos positivos valora-
bles se aislaron enterobacterias. La identificacién de
los microorganismos se realiz6 por una galeria de
pruebas bioquimicas disenadas para este fin. Las prue-
bas de sensibilidad se realizaron por el método de
Kirby-Bauer (disco-difusiéon) en medio de Mueller-
Hinton, con un in6culo equivalente al patrén de tur-
bidez de MacFarland 0,5. Para la investigacion de
Mycoplasma las muestras se sembraron en medio sOli-
do A7B para Mycoplasma. Se incubaron durante 48 h
en atmosfera anaerobia. La lectura se realiz6 en mi-
croscopio a 10 X 10 aumentos.

Estudio estadistico

Los resultados obtenidos para las muestras con leu-
cospermia fueron comparados con el grupo de con-
trol mediante un andlisis de contingencia aplicando la
prueba de x? con un nivel de significacién de p = 0,05
y entre si para estudiar la influencia del lugar de reali-
zacion de la cirugia y de la fecha su realizacion.

Analisis inmunolédgico

Al llegar al Laboratorio de Inmunologia, las
muestras de semen se centrifugaron durante 5 min a
300 g, se lavaron 2 veces con tamp6n PBS (pH 7,2)
frio y las células, resuspendidas en un volumen mini-
mo de PBS (350 pl), se reparticron entre los tubos
con una combinacién de anticuerpos monoclonales
conjugados con distintos fluorocromos. Tubo 1:
CDA45FITC y CD14PE; tubo 2: CD3FITC, CDS8PE,
CD45PerCP,CD4APC, y tubo 3: CD3FITC, CD16+
CD56PE, CD45PerCP, CD19APC (Becton Dickin-
son, San José, California). Tras una incubacién de 20
min a temperatura ambiente y preservadas de la luz,
las células se lavaron con 2 ml de PBS y se resuspen-
dieron para su adquisiciéon en un citometro FACSCa-
libur® (Becton-Dickinson) con 2 liseres de argén y
diodo rojo, respectivamente, que permiten la utiliza-
cién de 4 colores simultineamente. El software que se
utilizé para la adquisicién y andlisis de las muestras
fue el CELLQuest®.

El primer tubo se utiliz6 para conocer la distribu-
cién de las poblaciones leucocitarias, mediante los pa-
rametros tamano y granularidad, intensidad de CD45
y la expresion de CD14 para identificar monocitos.
Los tubos 2 y 3 se adquirieron con el umbral en
CD45 para seleccionar la poblacién de linfocitos. Me-
diante ventana electrénica en dicha poblacién, y con
los distintos marcadores de inmunofenotipo, se obtu-
vo la distribucién de subpoblaciones linfocitarias en
cada muestra: linfocitos T (CD3+) colaboradores
(CD4+), upresores/citotoxicos (CD8+), linfocitos B
(CD19+) y células NK (CD3-CD16+CD56+).

El estudio de la presencia de anticuerpos antiesper-
matozoides se realizd con el equipo SpermMar Test
1gG® (Fertipro NV) realizando el test de SpermMar
indirecto con plasma seminal de los pacientes y esper-
matozoides frescos de un paciente control normal.

RESULTADOS

De las 137 muestras analizadas en este estudio, 33
(24%) cumplian los criterios de leucospermia pro-
puestos por la OMS.

El cultivo microbiolégico de estas muestras dio
como resultado: negativo en el 72,7% de los casos,
presencia de abundantes colonias de flora grampositi-
va aerobia en el 9,1% y presencia de colonias con sig-
nificado patologico en el 18,2%. Los microorganis-
mos potencialmente patologicos aislados fueron:
Ureaplasma urealyticum, Streptococcus vividans, Ente-
robacter aerogenes, Movganella movganii y Klebsielln
oxytoca (tabla 1).

El andlisis de contingencia para los resultados del
estudio microbiolégico no mostré diferencias estadis-
ticamente significativas entre el grupo con leucosper-
mia y el grupo control (p = 0,58).

El estudio inmunolégico se realizé con 24 muestras, y
se descartaron las que tenfan células no viables o en las
que el nimero de linfocitos fue insuficiente para realizar
el estudio diferencial. Los resultados del estudio revela-

TABLA 1. Resultado del cultivo microbioldgico

Cultivo n=33 (%)
Negativo 24 72,7
Positivo 9 27,3
Organismo aislado

Ureaplasma wrealyticum 1 3,03
Streptococcus viridans 1 3,03
Enterobacter nerogenes 1 3,03
Morganella morganii 2 6,06
Klebsielln oxytoca 1 3,03
Flora grampositiva acrobia 3 9,09
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ron la siguiente composicion diferencial media de los
leucocitos: 66,9% de neutréfilos, 21,45% de monocitos y
3,06% de linfocitos, de los cuales el 92,07% eran CD3+,
el 61,46% CD3+CD4+ y el 32,38% CD3+CD8+, con
un cociente CD4,/CD8 de 2,88, el 2,07% CD19+ y el
3,07% CD3-CD16+CD56+ (NK).

El estudio de la presencia de anticuerpos antiesper-
matozoides realizado a 23 pacientes que presentaban
una leucospermia significativa mostré 1 paciente posi-
tivo (4,3%) de las 23 muestras estudiadas.

El analisis de contingencia no mostro relacién esta-
disticamente significativa entre la presencia de leucos-
permia y el lugar donde se realiz6 la técnica quirtrgi-
ca (p = 0,77), ni tampoco con la fecha de realizacién
de la intervenciéon (p = 0,10).

DISCUSION

Se constata el alto porcentaje de muestras que pre-
sentan leucospermia (24%) como consecuencia de la
vasectomia.

Los resultados obtenidos en el estudio microbiol6-
gico no permiten establecer una hipétesis infecciosa
como origen de la leucospermia, ya que aunque se
encontraron colonias potencialmente patégenas en al-
gunas muestras, éstas no fueron estadisticamente sig-
nificativas. En el estudio inmunolégico se observa un
predominio de polinucleares (el 66,9% de los leucoci-
tos del semen) y un predominio de células T, con un
cociente CD4/CDS8 de 2,8 en los linfocitos.

Descartado el origen infeccioso de la leucospermia,
se presentan otras posibles explicaciones de su presen-
cia en el semen de varones posvasectomizados. Es fre-
cuente que los pacientes vasectomizados desarrollen
anticuerpos antiespermatozoide. De hecho, la vasecto-
mia constituye una agresiébn que genera una respuesta
inflamatoria que estimula a los leucocitos dentro de
los vasos deferentes y a la inmunidad humoral. Asi,
después de realizar una vasectomia se produce un au-
mento de los inmunocomplejos circulantes, seguido
de un descenso progresivo hasta su desapariciéon hacia
el tercer mes posvasectomiall>!*. Los estudios comple-
mentarios de anticuerpos antiespermatozoides realiza-
dos muestran que s6lo 1 paciente de los 23 estudiados
(4,3%) presentd anticuerpos positivos, por lo que pa-
rece irrelevante la presencia de los anticuerpos anties-
permatozoides en la etiopatogenia de la leucospermia.
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CONCLUSIONES

El analisis de los resultados obtenidos refleja que la
etiopatogenia de la leucospermia seria compatible con
un componente inmunolégico inflamatorio, cuya du-
racion estd por determinar y que cursarfa de una ma-
nera subclinica. Como se ha comprobado, en algunos
pacientes persiste la leucospermia a los 6-7 meses de
la vasectomia, por lo que con la experiencia de este
trabajo se propone el estudio de estas leucospermias
hasta el aio después de la vasectomia en los pacientes
que sea posible, para dilucidar si al afio de la interven-
cién todavia persiste la leucospermia o el componente
inflamatorio de la vasectomia ha remitido con la desa-
paricién de los leucocitos.
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