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Documento en peparacion.
Introduccién

El presente texto busca simplificar y ayudar a la comunidad hispano parlante a
implementar las recomendaciones realizadas por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en su reciente manual WHO laboratory manual for the Examination and processing
of human semen (fifth edition) hasta la publicacion en espafiol del manual. En este caso
indicaremos las recomendaciones de la OMS y comentaremos estas indicaciones con la
experiencia del autor.

En la década del 50 aparecen las importantes contribuciones de Mac Leod donde
comparaba los resultados obtenidos del analisis seminal de personas fértiles con los
obtenidos de pacientes con problemas para concebir un hijo. Se comprobd una fuerte
correlacion entre la movilidad y fertilidad potencial y que la probabilidad de la concepcion
dependia del porcentaje de células activas y de la calidad de la movilidad, Mac Leod
(1951) encontr6 que por encima de 20 millones por mL. no habia aumento de la fertilidad
potencial. De sus trabajos surgen las condiciones minimas que debe reunir un esperma para
ser considerado con capacidad fecundante. Sin embargo, en base a estos valores limites,
debe tenerse en cuenta que si algin resultado es inferior al valor minimo correspondiente,
debe compensarse con un aumento correlativo de otro y que siempre se habla en término de
probabilidad para que un apareja conciba un hijo, sin embargo estos valores han cambiado a
lo largo del tiempo en vista de la nueva evidencia, estos valores han cambiado a lo largo del
tiempo, lo que se aprecia al comparar los manuales de la OMS en sus versiones, primera
edicion (1982), segunda edicion (1987), tercera edicion (1992), cuarta edicion (1999) y por
ultimo la quinta edicion WHO laboratory manual for the Examination and proccessing of
human semen” (2010), al cual simplemente nos referiremos como el manual OMS 2010.

Figura 1: Epididimo extraido después de una
orquiectomia, con la finalidad de recuperar
espermatozoides. (Foto L. Sarabia)



El semen normal es una mezcla de espermatozoides suspendidos en las secreciones
que provienen del testiculo y epididimo (fotografia), las que se combinan al momento de la
eyaculaciéon con las secreciones de la prostata, vesiculas seminales y glandulas
bulbouretrales. Por lo tanto, el analisis del semen provee informacion sobre la produccion
de espermatozoides en los tabulos seminiferos y condicion fisiologica de estos tejidos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA'Y ENTREGA.

Las indicaciones se deben entregar al paciente en forma escrita y oral, de una forma
clara, en lo referente a la recoleccidn y transporte del semen. EI manejo de la muestra debe
ser muy cuidadoso en el laboratorio, ya que toda muestra biolégica puede ser
potencialmente peligrosa por la presencia de virus y bacterias patdgenas.

a) La muestra debe ser recolectada por masturbacion. El eyaculado se recoge en un
frasco limpio, estéril, de boca ancha, cerca del laboratorio para asi, limitar el tiempo
de exposicion del semen a las fluctuaciones de la temperatura y mantener el control
entre coleccion de la muestra y su analisis. Debe mantener la temperatura entre los
20 y 37° C a temperaturas inferiores a 5° C los espermatozoides experimentan el
“Schock térmico” que se caracteriza por la disminucion de la movilidad de manera
irreversible. Sin embargo, excepcionalmente una muestra puede ser colectada en
casa después de una demostrada inhabilidad del paciente de producir una muestra
por masturbacion cerca del laboratorio. La movilidad espermatica declina con el
tiempo y las variaciones de temperatura. En estos casos hay que ser muy claros y
dar las instrucciones por escrito y oralmente al paciente.

Instrucciones para el paciente (Se entregan por escrito)

1.- La muestra debe estar completa. (Esto es esencial para un correcto analisis),
oralmente se le puede explicar al paciente que la primera porcion de | liquido seminal
contiene la mayor cantidad de espermatozoides.

2.-Debera rotular el frasco con el nombre del paciente y hora de emision del
eyaculado.

3.-Debera entregar la muestra al laboratorio maximo dentro de una hora de emitida.
4.-Durante el transporte al laboratorio, la muestra debe ser mantenida entre 20 °C y
37°C

El laboratorio por su parte indicard la hora de recepcién y andlisis de la muestra
junto a la especificacion que la muestra fue obtenida fuera del laboratorio.
b) Cuando la muestra no se puede recolectar por masturbacion se debe utilizar un condon
especial para recoleccion de semen. Ningun otro tipo de conddn es recomendable. El coitus
interruptus no es un medio adecuado para recolectar la muestra.
c) El paciente debe tener un minimo de 2 dias de abstinencia sexual, pero no més alla de
los 7 dias de abstinencia (ojala con una abstinencia constante en cada muestra del mismo
paciente). Se debe procurar que el tiempo de abstinencia sea registrado en dias para
estandarizar los protocolos de trabajo. La abstinencia debe ser valorada de acuerdo a la
frecuencia de las relaciones sexuales en la pareja. Con un menor periodo de abstinencia a la



media sexual, se puede producir una disminucion en la densidad espermatica o del volumen
seminal. Con una abstinencia mayor a los 7 dias, se puede ver incrementado el nimero de
espermatozoides inmoviles y morfoldgicamente alterados.

Episodios febriles, intervenciones quirdrgicas o tratamientos farmacoldgicos recientes
deberian aplazar el espermiograma hasta después de 70 dias después (ciclo
espermatogénico).

d) Dos muestras como minimo son necesarias para la evaluacion inicial, si los resultados
entre ambas muestras son marcadamente diferentes, muestras adicionales deben ser
evaluadas.

e) El intervalo entre cada toma de muestra no debe ser menor a 7 dias ni mayor a 3
semanas.

f) La recoleccion de la muestra debe ser completa. Es importante sefialar que la primera
porcion del eyaculado emitido es la que contiene la mayor concentracion de
espermatozoides (75 % aproximadamente), y por esta razon es importante que no se pierda,
de lo contrario se pide una nueva muestra para realizar el analisis con el mismo rango de
abstinencia antes sefialada, las ultimas porciones eyaculadas se caracterizan porque
predominan los espermatozoides inmdviles y de mala morfologia, en donde la segunda
fraccion es predominantemente de origen prostatico y la tercera (Gltima) fraccion es
predominantemente de origen de las glandulas seminales.

g) El frasco de recoleccion debe ser adecuadamente rotulado con los datos del paciente, con
la fecha y la hora de recoleccidén de la muestra y en presencia del paciente para evitar
posteriores errores de rotulacion.

Recoleccidn de la muestra para reproduccion asistida o microbiologia.

La finalidad es disminuir al maximo la posibilidad de contaminacion principalmente de
bacterias comensales que estan en la piel y que podrian contaminar la muestra. Por lo tanto,
todo el material a utilizar debe ser estéril.

En estos casos el paciente deberia

1.- Orinar

2.- Lavar sus manos y el pene con jabon.

3.-Secar sus manos y pene con toallas desechables.

4.-Eyacular dentro del frasco.

Recoleccidon de la muestra mediante condén.

Una muestra puede ser colectada en conddn durante una relacion sexual solo bajo
circunstancias excepcionales, tal como demostrada incapacidad de producir una muestra por
masturbacion. Condiciones a tomar en cuenta.

1.- Solo condones no toxicos disefiados especialmente para no dafiar a los espermatozoides
se podran entregar al paciente por el laboratorio.

2.- Se debera entregar al paciente las instrucciones precisas para usar el condén, cerrarlo y
transportarlo hasta el laboratorio.

3.- Durante el transporte hasta el laboratorio, la muestra debera mantenerse entre 20 °C y 37
°C.

4.- El examen deberé consignar que la obtencion de la muestra fue por condén y fuera del
laboratorio.



Nota: No se deberan usar condones de latex comunes ya contiene agentes que interfieren
con la movilidad espermatica.

El coito interruptus no es indicado para la recoleccion de semen ya que la primera porcion
del eyaculado, contiene la mayor concentracion espermatica, Yy esta puede perderse,
Ademas, se puede producir la contaminacion de la muestra y una baja del pH debido a la
acides de los fluidos vaginales que podrian ademas afectar a la movilidad espermatica.

Nota: Hay que tomar en cuenta que si el hombre no puede obtener una muestra seminal por
masturbacion, se recomienda la obtencion con conddén apropiado y entregado por el
laboratorio 0 en Gltimo caso por el test post coital que entregara la informacion de sus
espermatozoides, teniendo en consideracion el efecto de los fluidos vaginales sobre los
espermatozoides

Los pasos basicos en el analisis del semen son los siguientes:

1.- Alos 0-5 minutos después de emitida la muestra, se registran los datos del paciente y se
coloca en una incubadora a 37° C. hasta que licué.

2.- A los 20-25 minutos, se evalua la licuefaccion, la apariencia visual y el olor.

3.- A los 30-60 minutos, se evalla la viscosidad, la movilidad espermatica, la
agregacion/aglutinacion espermatica, otros tipos celulares y el debris. Se realizan los test
para anticuerpos, se evalUa la vitalidad espermatica. Se hacen las diluciones para determinar
la concentracion espermatica, se separan 100 ulL de semen para evaluar células
inflamatorias, se tifien las ldminas para evaluar la morfologia espermatica, se recupera y
centrifuga el semen para el andlisis bioquimico posterior si corresponde.

4.- Mas tarde, se hace el recuento de espermatozoides en una cdmara Neubauer. Si hay un
nimero > a 1 x 10° células redondas/mL en el semen, se hace una evaluacién de células
inflamatorias, se tifien los frotis para evaluacion de la morfologia espermatica y de células
redondas.

5.- En el mismo dia o después si la muestra es congelada, se realiza el analisis bioquimico
de las secreciones de la préstata (zinc), vesicula seminal (fructuosa) y epididimo (a-
glucosidasa).



MANIPULACION INICIAL DE LA MUESTRA.

Las muestras de semen pueden tener agentes infecciosos peligrosos (VIH, hepatitis, herpes,
gonorrea, sifilis, etc.). La utilizacion de vestimenta adecuada, guantes, asi como evitar
cualquier contacto directo con la muestra por parte del personal debe ser de estricto
cumplimiento.

EXAMEN MACROSCOPICO

El anélisis debe ser hecho mediante inspeccién simple inmediatamente después de la
liquefaccion, preferiblemente antes de los 30 minutos, pero no mas alld de una hora, para
prevenir la deshidratacion o cambios en la temperatura que afectan la calidad del liquido
seminal.

Rango de Valores Normales Segun O.M.S, 2010 “WHO laboratory manual for the
Examination and proccessing of human semen” Entre paréntesis se indica el rango de
valores “limites inferiores”.

LICUEFACCION: (Tiempo normal entre 15-60 minutos a 37 °C).

Inmediatamente después de la eyaculacion la muestra es tipicamente una masa semisolida y
coagulada. Dentro de unos pocos minutos, a temperatura ambiente, la muestra de semen
comienza a licuarse, Hacia los 15 minutos la muestra deberia estar licuada. Hay que tener
presente que la presencia de moco puede interferir en el analisis y rara vez la muestra no
licua antes de una hora, si esto no ocurriese dentro de la hora se debe registrar como
licuefaccion incompleta a la hora.

Una vez licuada la muestra, se debe mezclar suavemente el semen con un movimiento
rotatorio para reducir el error en la determinacion de la concentracion espermatica.

El semen normal puede contener cuerpos gelatinosos de origen prostaticos normales que no
se licuan pero gque no parecen tener importancia clinica. Sin embargo, los hilos de moco
pueden interferir con la movilidad y recuento espermatico.

Licuefaccion retardada: Ocasionalmente algunas muestras no licuan a la hora y en estos
casos, un tratamiento adicional debe ser realizada, mezclando mecanicamente o por
digestion enzimaética, en estos casos, sin embargo en base a nuestra expenenma no hemos
conocido un laboratorio en | >

Latinoamérica que utilice la
digestion enzimatica y en la
ultima encuesta del Programa
para la estandarizacion del
analisis seminal que involucro a
30 expertos latinoamericanos
realizadas en Santiago de Chile
el 2010, todos indicaron usar en
sus laboratorios solo la
licuefaccion ~ obtenida  con
jeringa y aguja (licuefaccion
mecénica), haciendo pasar la
muestra a través de una guja

Figura 2: Liquido seminal con viscosidad aumentada.



18G 0 19G de 6 a 10 veces. Sin embargo, sabemos que al libera a los espermatozoides del
impedimento mecanico que influye sobre la movilidad de los espermatozoides, la
movilidad espermatica si es que aumenta no representara necesariamente lo que ocurre in
Vivo.

CONSISTENCIA: La viscosidad, esta en relacion a como fluye la muestra desde una
pipeta. La muestra debe caer en forma de pequefias gotas. Si se forma un hilo al caer la
muestra desde la pipeta, se dice que hay una viscosidad anormal (filancia). Cuando el hilo
que se forma es > de 2 cm., se dice que hay una viscosidad elevada. La viscosidad elevada
se reconoce rapidamente ya que al intentar pipetear la muestra, esta se adhiere fuertemente a
la punta de pipeta. Los métodos para bajar la viscosidad son los mismos que para

lograr la licuefaccion de la muestra.

APARIENCIA, COLOR, OLOR: Deben ser evaluados a temperatura ambiente, dentro de
la primera hora después de emitida la muestra. Una muestra normal tiene una apariencia
homogénea, un color blanco opalescente a gris amarillento y un olor caracteristico. (Se
informa como normal). Un aspecto translucido se relaciona con una baja concentracion
espermatica y con ausencia de células de la espermatogénesis, leucocitos hematies o
gérmenes y un aspecto heterogéneo se observa cuando queda material sin licuar. Un Color
Amarillo intenso en los casos que hay leucocitos (piospermia), herrumbre indica presencia
de sangre hemolizada (vesiculitis o prostatitis), rojo indica presencia de sangre
(hemospermia por traumatismo o neoplasia de las vias seminales). Casi siempre se debe a
una afeccion banal denominada hemospermia crénica y un color verdoso se correlaciona
con infeccién de pseudomonas algunas vitaminas y farmacos pueden alterar el color del
liquido seminal. Olor: Un olor fecal indica la presencia de E. coli.

VOLUMEN: (> 1.5 mL): EI volumen del eyaculado es principalmente aportado por las
vesiculas seminales y glandula prostatica, con un pequefio aporte de las glandulas
bulbouretrales y el epididimo. EI volumen del
liqguido seminal es esencial para obtener el
nimero total de espermatozoides y células no
espermaticas en el eyaculado. OMS recomienda
el calculo por simple pesada del frasco sin
muestra y luego con muestra tomando en cuenta
que la densidad del liquido seminal es
aproximadamente de 1 g/mL (Auger et al., 1995)
y pesando cada frasco por separado ya que estos
por fabricacion pueden tener diferentes pesos.
Cuando el volumen es muy pequefio se informa
sin medirlo, como menor de 0.5 mL. Es
frecuente el hallazgo de voliumenes aumentados.
Alternativamente OMS recomienda que se puede
medir directamente el volumen de la muestra si
esta la coloca directamente el paciente en un
frasco graduado tipo probeta de 0.1 mL de
precision, con boca ancha, pero en lo personal no
hemos visto laboratorios latinoamericanos que

Figura 3: Liquido seminal con apariencia normal.
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utilicen este medio. No se recomienda la medicion de la muestra pasandola desde el frasco
original a una jeringa o probeta ya que se sabe que se pierde entre 0,3 y 0,9 mL de liquido
seminal (Cooper et al., 2007).

En nuestro laboratorio hemos encontrado pacientes con volumenes entre 9y 13 mL. y dos
casos de pacientes con 18 y 19 mL de eyaculado que podrian deberse a procesos
inflamatorios de alguna glandula accesoria. Al contrario, bajos niveles de liquido seminal
son caracteristicos en obstrucciones del conducto eyaculador, ausencia bilateral del
conducto deferente o pobre desarrollo de las vesiculas seminales. (Weiske et al., 2000),
eyaculacién retrograda o ausencia funcional de los conductos eyaculadores. Este ultimo
sindrome fue descrito en 1972 y lo presentan hasta el 15 % de los pacientes azoospermicos,
los signos que sugieren este sindrome ademas del volumen disminuido (< 1 mL) son:
azoospermia, pH disminuido (< 7.0) fructosa disminuida (Marcador de funcionalidad de
las vesiculas seminales), fosfatasa acida o acido citrico aumentados (marcadores de
funcionalidad prostatica). Otros trastornos que pueden dar origen a un volumen disminuido
son el sindrome de Klinefelter y el hipogonadismo hipogonadotrofico, por la baja
estimulacion de las glandulas sexuales.

pH: > 7.2 El pH del semen refleja el balance entre diferentes valores de pH de diferentes
secreciones de las glandulas accesorias, principalmente alcalino de las vesiculas seminales y
acida de la prostata. EI pH puede ser mas alcalino y no necesariamente significa
anormalidad. A medida que transcurre el tiempo la muestra se va alcalinizando por pérdida
de anhidrido carbdnico. Se mide en tanto licua la muestra preferiblemente dentro de los
primeros 30 minutos post eyaculacion y en algunos casos se puede medir a lo mas una hora
post eyaculacion. La exactitud y calidad del papel se puede verificar con sustancias de pH
conocido. Para muestras viscosas, el pH puede ser medido usando un pHmetro disefiado
para medir soluciones viscosas. (Haugen and Grotmol, 1998).

Si el pH es menor de 7.0 con un bajo volumen y bajo recuento espermatico, puede deberse
a una obstruccion del conducto eyaculador o ausencia bilateral del conducto deferente
(Daudin et al., 2000).

El pH del semen varia normalmente en un rango muy estrecho (7,2 - 8,0), pocos son los
trastornos capaces de alterarlo. Es importante asegurarse que el laboratorio esté usando el
papel de pH adecuado pues de otra manera las lecturas pueden ser falsas; el mejor es el
papel con rango 6,4 - 8,0, que es el que mas se ajusta al pH del semen, pero en su defecto
puede usarse el de rango 6,1 - 10,0. Nosotros hemos visto estudios de otros laboratorios
donde se ha informado valores de hasta 11,0, lo que desde el punto de vista bioldgico es
totalmente imposible.

Se ha sugerido que un pH elevado (> 8) puede considerarse un signo de infeccion seminal si
se asocia a otros sintomas y signos de sospecha, mientras que un pH disminuido (< 7,2) se
observa cuando existe un déficit de la funcion de las vesiculas seminales, en especial en
pacientes con el sindrome de ausencia funcional de los conductos eyaculadores.
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Figura 4: Medicion de pH con tiras Merck.

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS DEL SEMEN

EXAMEN DENTRO DE LA HORA.

La muestra debe ser colocada inmediatamente a una temperatura de 37° C hasta la
licuefaccion. Un volumen de 10 ul. de semen es adecuado para ser colocado en una lamina
portaobjeto y cubierto con una ld&mina cubreobjeto de 22 mm x 22 mm de esta manera el
cubreobjeto queda perfectamente adherido al porta y se forma una profundidad de liquido
de 20 um suficientes para asegurar el movimiento rotacional de los espermatozoides
durante su avance ya que una profundidad menor interfiere con el avance espermatico y una
profundidad mayor nos obligaria a obtener diferentes planos focales para observar
adecuadamente a todos los espermatozoides del campo. Otras alternativas incluyen cubre
objetos de 18 mm x 18 mm en este caso se agregan 6.5 ul de liquido seminal para asegurar
una profundidad de 20 um. Se determina una aproximacion sobre la concentracion de
espermatozoides, la calidad de movimiento, la presencia de células redondas, aglutinacion y
el debris (que corresponde generalmente a desechos de fragmento celulares). Esto nos dara
una idea de como proceder con respecto a las diluciones para los analisis, que incluye
recuento en camara, viabilidad espermatica, con qué volumen hacer el frotis etc. Si la
temperatura ambiente es inferior a 22° C debe colocarse previamente los portaobjetos y
cubreobjeto a 37 °C durante 15 minutos.

Si la muestra no esta bien mezclada nos resultaran valores totalmente diferentes entre
nuestros duplicados de movilidad, vitalidad, concentracion y morfologia espermatica. Para
lograr una buena homogeneizacion de la muestra se mezcla la muestra en el mismo
recipiente original con movimientos rotacionales suaves y con pipetas desechables, nunca
se debe utilizar vortex a altas velocidades debido al dafio que genera el movimiento brusco
sobre los espermatozoides.

Si en el primer anélisis no se observan espermatozoides ni células de la espermatogénesis,
se procede a centrifugar el semen y con el sedimento se hacen preparados para tefiir e
identificar la presencia de espermatozoides o células de la espermatogénesis. Idealmente se
centrifuga a 3.000 g durante 15 minutos y si adn asi no se encuentran estas células se
informa de la siguiente manera:

En el sedimento de la muestra centrifugada a 3000g durante 15 minutos, no se
observaron espermatozoides o células de la espermatogénesis.

AGREGACION.



La adherencia entre espermatozoides inmdviles o espermatozoides moviles con hilos de
mucus, células no espermaticas o debris se considera agregacion no especifica y debe ser
registrada como tal.

AGLUTINACION ESPERMATICA. La aglutinacion se refiere especificamente a
espermatozoides moviles y pegados entre ellos, esta aglutinacion puede ser de tipo A:
(cabeza-cabeza), B: (cola-cola), C: (solo la punta de la cola), D: Se aglutina las cabezas con
las cabezas y a la vez las colas con las colas) y E: Se produce una marafia de aglutinacion.
Al mismo tiempo se registra el grado de aglutinacion como Grado 1: Menos del 10 % de los
espermatozoides esta aglutinado, Grado 2: entre el 10 y 50 % de los espermatozoides esta
aglutinado, Grado 3: Mas del 50 % de los espermatozoides esta aglutinado pero algunos
permanecen libres, Grado 4: Todos los espermatozoides estdn aglutinados e
interconectados. Espermatozoides mdviles y pegados a células, debris 0 a espermatozoides
inmoviles (agregacion) no deben ser informados como aglutinaciéon. La presencia de
aglutinacion no es suficiente para deducir infertilidad por causa inmunoldgica, pero es
sugestiva de la presencia de anticuerpos anti espermaticos que deberan investigarse.

Degree of agglutination
1. Isolated 2. Moderata 3. Large (aggluti- 4. Gross (all
Paits iolvod (<10 sparm/ {10-50 sperm/ nates >50 sperm, sperm agglu-
agaglutinata, agglutinate, some sperm still  tinated, and
many free free sperm) free) agglutinates
sperm) intarconnec-

ted)

A. Head-to-head

B. Tail-to-tail {heads
are seen to be free and
move clear of aggluti-
nates)

C. Tail-tip-to-tail-tip

D. Mixed (clear head-
to-head and tail-to-tail
agglutinations)

E. Tangle (heads and
tails enmeshed. Heads
are not clear of aggluti-
nates as thay are in tail-
to-tail agglutination)

C Figura 5: Grados y tipos de aglutinacion espermatica. Pagina 20 “WHO laboratory manual for he Examination
and processing of human semen.



CELULAS REDONDAS: (< 5x 10° células/mL)
CELULAS GERMINALES INMADURAS: 1-3% con respecto a 100 espermatozoides.
LEUCOCITOS: < 1 x 10° leucocitos/mL

El eyaculado ademas de poseer espermatozoides, posee otros elementos y células que
pueden tener importancia clinica. Esto incluye células epiteliales del tracto genitourinario,
leucocitos y células inmaduras de la espermatogenesis. Estas células llamadas en general
“células redondas”. Pueden ser identificadas en el frotis de la muestra y también con ayuda
de la determinacion de la enzima peroxidasa presente en los neutréfilos o indirectamente
cuantificadas, determinando la tasa entre espermatozoides y las células redondas que
encontremos en el frotis correlacionando esta tasa con la concentracion espermatica.
Detallaremos mas adelante.

ANALISIS DE LA MOVILIDAD: (> 32 %). La movilidad debe ser determinada tan
pronto como sea posible después de licuada la muestra y preferiblemente dentro de los
primeros 30 minutos de emitida, pero en ningun caso después de una hora de la
eyaculacién, para evitar el deterioro por efecto del cambio de pH, deshidratacion o cambios
de la temperatura.

Se pueden trabajar con un volumen de 10 uL para cubre objetos de 22x22 mm., Se debe
evitar que haya demasiado volumen entre las ldminas para que el desplazamiento de los
espermatozoides sea homogeéneo y en lo posible en una monocapa segun lo recomendado al
inicio en examen dentro de la hora. La temperatura de evaluacion puede ser de 37 °C pero
al elegir esta temperatura se debera pre atemperar los portas y cubre objetos y trabajar en
microscopio acondicionado con platina termo regulada, pero se puede trabajar a
temperatura ambiente, entre 20 y 24 °C. Es importante estandarizar las condiciones de
temperatura para el trabajo, mezclar bien la muestra, se deben contar no menos de 200
espermatozoides y por duplicado en otra alicuota de la muestra y solo incluir en este
parametro a espermatozoides intactos.

Los tipos de movilidad a evaluar son los siguientes:

Movilidad Progresiva (MP): Los espermatozoides se mueven activamente, ya sea de
manera lineal o en un gran circulo, independiente de la velocidad.

Movilidad No Progresiva: (MNP) Incluye todos los patrones de movilidad pero con
ausencia de progresién como el avance en pequefios circulos.

Inmoviles (IM): Sin movimiento.

En los manuales anteriores se indicaba una separacion entre espermatozoides rapidos tipo A
> 25 um/sy los progresivos lentos o tipo B con una velocidad inferior a esta, sin embargo,
es muy dificil eliminar el grado de subjetividad y diferenciar las velocidades.

En muy pocas oportunidades hemos observado hipercinesis, que se caracteriza por
movimientos sumamente enérgicos y desordenados de los espermatozoides. Valores
inferiores al 34 % pueden deberse a perdida de fracciones seminales, cambios bruscos de
temperatura, pH sobre o bajo 7.2-8.0, Leucocitosis por aumento de la concentracion de
especies reactivas del oxigeno, anticuerpos antiespermaticos, recipientes contaminados
aunque esto Ultimo cada vez es mas improbable ya que se recomienda que el frasco estéril
sea entregado por el laboratorio y que sea en base a polipropileno neutro. Movilidad entre 0
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y 5 % probablemente se deban al sindrome de cilias inmoviles lo que se correlaciona con
sintomas respiratorios en el paciente al ser los cilios esenciales para la depuracion del
lumen respiratorio.

Recomendaciones:

-Observar ordenadamente diferentes campos evitando evaluar el mismo campo dos veces y
evitar buscar un campo en base al numero de espermatozoides mdviles, la eleccion del
primer campo debe ser al azar).

-Comenzar instantaneamente una vez determinado el campo a evaluar, no esperar que el
espermatozoide comienza a moverse para comenzar.

-Determinar la movilidad espermatica dentro de un area definida. Esto es mas facilmente
realizable utilizando un reticulo instalable en el ocular

-Revisar y contar rapidamente para evitar la sobre estimacion del ndmero o
espermatozoides mdviles y el conteo de espermatozoides que recién entran al campo de la
grilla.

-Inicialmente se recomienda que se evallen primero los espermatozoides PR, luego los NP
y finalmente los IM, sin embargo con experiencia el observador podra evaluar los tres
parametros simultdneamente.

-Contar los espermatozoides y registrar el nimero con ayuda de un multicontador.

-Evaluar a lo menos 200 espermatozoides en total en al menos cinco campos en cada
replica, con el objetivo de lograr el menor error de muestra.

-Calcular el porcentaje promedio de las tres categorias de movilidad (PR, NP, IM)

VITALIDAD: > 58% de espermatozoides vivos para las técnicas descritas a continuacion.
Esta prueba debe ser utilizada si el porcentaje de espermatozoides inmoviles excede el 60 %
aunque la mayoria de los laboratorios la realizan de rutina debido a su facilidad y rapidez en
entregar el resultado.

ANALISIS DE LA VITALIDAD: La vitalidad espermatica se evalGia dentro de los
primeros 30 minutos inmediatamente después de licuada la muestra, pero en algunos casos
se puede evaluar hasta dentro de una hora cuando la muestra no a licuado completamente,
nunca después de la hora para evitar encontrar un elevado numero de espermatozoides
muertos por efectos de deshidratacion o cambios de pH o temperatura que puedan afectar a
la muestra. i) Técnica eosina pura: La proporcién de espermatozoides vivos puede ser
determinada utilizando técnicas de tincion las que se basan en el principio de que las células
muertas con una membrana plasmatica dafiada toman ciertos colorantes. Para esta
evaluacion se utiliza una solucién de eosina (C.I. 45380) al 0.5% en Buffer fosfato Salino
(PBS pH 7.1) o NaCl 0,9 %. Se mezcla una alicuota de eosina (5 uL) con una muestra de
semen (5 pL), se cubre con un cubreobjeto de 22 x 22 mm., se deja reposar 30 segundos y
se evalla inmediatamente al microscopio. Se deben contar 200 espermatozoides
diferenciando los espermatozoides vivos (no tefiidos) de los espermatozoides muertos
(tefiidos).
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Figura 6: Vitalidad espermdtica: Los espermatozoides muertos se tifien de rojo con eosina 0.5 %

if) Una segunda forma de realizar el examen de vitalidad corresponde a la técnica con la
tincion de Eosina-Nigrosina (E-N) cuya ventaja con respecto al test de Eosina es que nos
permite almacenar las muestras para re-evaluacion y propésitos de control de calidad o re
chequeos por otros investigadores en casos de evaluacion cientifica, con esta tincion los
espermatozoides muertos se tifien de Rojo o rosado oscuro y los vivos se tifien de rosado
claro o no se tifien.

Para esta técnica se agrega 10 g de negrosina a la eosina 0,5 % en PBS o NaCl 0,9 % se
hierve, luego se enfria y filtra y guarda en frascote vidrio oscuro.

El procedimiento consiste en remover 50 uL de semen y mezclar con igual cantidad de E-
N, esperar 30 segundos mezclar y realizar un frotis (todo se realiza en duplicado real) se
deja secar al aire y se cubre de manera permanente con medio de montaje para examinar a X
1000

Spermatozoa with red (D1) or dark pink heads (D2) are considered dead (membrane-damaged),
whereas spermatozoa with white heads (L) or light pink heads are considered alive (membrane-
intact).

Micrograph courtesy of 1G Cooper.

Figura 7: Espermatozoides tefiidos con Eosina-Nigrosona observados a x1000 con
microscopia de luz
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iii) Por ultimo, una tercera manera de realizar el test de vitalidad consiste en el conocido
test Hipoosmatico en donde espermatozoides con membranas intactas se hinchan y su
forma flagelar cambia dentro de 30 minutos de exposicion al medio hipoosmotico.

(a) no change. (b)—-(g) various types of tail changes. Swelling in tall is indicated by the grey area.

(a) (b) () (d) (e (f (9)
©

Reproduced from Jeyendran RS, Van der Ven HH, Perez-Pelaez M, Crabo BG, Zaneveld LJD. (1984) Journal of
Reproduction and Fertility, 70: 219-228. @ Sociefy for Reproduction and Fertility (1984). Reproduced by permission.

Figura 8: Representacion esquematica de los cambios morfol6gicos en espermatozoides
humanos sujetos a estrés hipodsmotico.

Brevemente, se disuelve 0.735 g de citrato de sodio dihidrato y 1.351 g de D-fructosa en
100 mL de agua, se congelan alicuotas de 1 mL a -20 °C. Para realizar el test, se descongela
1 mL de medio hipo osmético y se estabiliza por 5 minutos a 37 °© C luego se agregan 100
uL de semen bien mezclado y se incuba 5 minutos para fines terapéuticos (ICSI) o 37
minutos para fines diagndsticos. Posteriormente se transfieren 10 puL de la mezcla a un
portaobjeto y se cubre para la observacion de 200 espermatozoides por duplicado con un
aumento de 40 x se calcula el promedio y se informa segun corresponde (ver tabla 4).

La disminucion de la movilidad espermaética con un porcentaje normal de espermatozoides
vivos, sugiere la presencia de anomalias en la ultraestructura del flagelo del espermatozoide
como el sindrome de cilios inmdviles cuya causa es a nivel genético y su diagndstico
definitivo se realiza mediante microscopia electronica, de diagnosticarse esta patologia es
de muy mal pronostico quedando como Unica opcion la inyeccion intracitoplasmatica del
ovocito con un espermatozoide de la pareja.
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RECUENTO DE ESPERMATOZOIDES

Limite inferior normal > 15 x 10° espermatozoides/mL. 0 39 x 10° espermatozoides por
eyaculado o més (OMS, 2010).

Principio: ElI numero total de espermatozoides por eyaculado y la concentracion
espermatica se encuentran directamente relacionadas con el tiempo en que tarda la pareja en
conseguir la prefiez (Slama et al., 2002) y con la tasa de prefiez (Zinaman et al., 2000) y
como predictor de la concepcién (Larsen et al., 2000). EI numero total de espermatozoides
por eyaculado se correlaciona en condiciones normales con el volumen testicular con
tiempos de abstinencia normales.

La primera observacion nos orientara
para determinar la dilucion de trabajo
(ver “Observacion dentro de la hora”)
teniendo en cuenta que siempre las
muestra debe estar perfectamente y
recién homogeneizada para comenzar
las diluciones.

Y

La concentracion espermatica solo
incluye a espermatozoides completos
con cabeza y cola y si existen
anormalmente muchos cabezas o
colas sueltas, estas se cuantificaran
por separado o se puede cuantificar en

el frotis y consignar como una
Figura 9: Frasco con solucién de formalina para observacién, aungue estos casos no
recuento. son frecuentes.

Se cuantifica utilizando un
hemocitémetro de Neubauer, (Gltima recomendacion de OMS 2010) o en camara Makler
gue no requiere dilucion.

Procedimiento: Las diluciones para la camara de Neubauer pueden ser 1:5, 1:10, 1:20, 1:50
(lo importante para evitar errores es tomar al menos 50 pL. de muestra para las diferentes
diluciones, fig b). El diluyente es preparado adicionando a 1 Litro de agua destilada, 50 g
de bicarbonato de sodio, 10 mL 35% (v/v) de formalina y 0.25 g de azul tripan 0 5 mL de
una solucién saturada de violeta de genciana. (Se almacena a 4 °C. Si se forman cristales se
filtra con papel de 0.45 um antes de usar).

Se deben transferir entre 10 a 15 pL. de la dilucién hacia la cdmara de recuento de
Neubauer, pero lo mas importante es que la camara quede completamente llena pero no en
exceso para evitar que la lamina que la cubre se mueva por accion de la dilucion transferida.
La muestra se debe dejar sedimentar (2 a 3 minuto), y debe ser conservada en una camara
himeda y evaluadas dentro de 10 a 15 minutos para prevenir la evaporacion, hasta el
momento de realizar el recuento. El recuento debe ser de cabezas de espermatozoides y no
de colas para evitar el doble recuento.
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Tabla de dilucién:

Spermatozoa Spermatozoa Dilution Semen | Fixative Chamber Area to be
per x400 field per x200 field required (uel) () assessed
=101 =404 1:20 (1+19) 50 950 Improved Grids 5,4, 6
Neubauer
16-100 64-400 1:5(1+4) 50 200 Improved Grids 5,4, 6
Neubauer
2-15 8-60 1:2(1+1) 50 50 Improved Grids 5, 4, 6
Neubauer
<2 <8 1:2(1+1) 50 50 Improved All 9 grids
Neubauer
or Entire slide
large-volume

Figura 9 b: Esta tabla recomienda los volimenes de muestra y fijador necesarios para la dilucién
dependiendo la concentracién nativa de espermatozoides y la cantidad de grillas a evaluar que por lo
general seran tres grillas y en duplicado real. (Pag. 39, OMS 2010).

Calculos y resultados.

Tipos de cdmara de conteo recomendados por OMS 2010.

El hemocitdmetro de Neubauer: Cada hemocitdmetro posee dos cdAmaras de conteo por
separado, con un area de 3 mm x 3 mm. (9 cuadrantes de 1 mm? conteniendo 100 nL de
volumen cada uno) y ambas camaras se cubren con un cubre cdmara n° 4 que es de 0.44
mm. de grosor, este cubre cdmara queda levantado 100 um por medio de pilares de vidrio
pertenecientes a la misma camara de Neubauer (fig. 10). El cuadrante 5 de la figura 11 tiene
25 cuadriculas menores que se denomina en conjunto reticulo de Thomas, cada una de estas
25 cuadriculas menores a su vez tiene 16 cuadriculas mas pequefas (fig. 11 derecha).

Metodologia para el recuento: Si un espermatozoide se ubica sobre la linea que divide
dos cuadriculas adyacentes, debe ser contado solamente si esta en la linea inferior o hacia la
linea del lado izquierdo de la cuadricula a ser evaluada, si las reticulas tienen lineas triples
la misma regla se conserva pero para la linea central (fig 11).

Con la finalidad de simplificar los calculos de los resultados, explicaremos una metodologia
que difiere de la metodologia recomendada por OMS, sin embargo, entrega el mismo grado
de confiabilidad. A fin de determinar la concentracion de los espermatozoides en la muestra
original de semen en millones/mL, el nimero promedio de espermatozoides (2 recuentos)
es multiplicado por el factor de conversion apropiado. Para mayor claridad de lo expuesto
tenemos el siguiente ejemplo. Si la dilucién es 1/5 (200 uL de semen y 800 uL de solucion
de solucion), y se han contado las 25 cuadriculas (reticulo de Tomas completo), entonces se
multiplica el nimero de espermatozoides en las 25 cuadriculas, por 5 (dilucion) y por
10.000 (x 50.000). Segundo ejemplo, si la dilucion es 1/5, y se han contado solo 5
cuadriculas, entonces se multiplica el nimero de espermatozoides registrados en las 5
cuadriculas por 5 (representa los 25 cuadrantes), por 5 (dilucion) y por 10.000 (10.000
corresponde al factor de conversion propio de la camara por sus dimensiones obtenidos al
dividir el equivalente a 1 mL (1.000.000 nL) por el volumen promedio contado en un

15



cuadrante de los 9 enumerados en la figura 11, de esta manera tenemos 1.000.000 nL/100
nL = 10.000). Hay que tener presente que el minimo recomendado de espermatozoides a
contar son 200 por lo que si la muestra no tiene suficientes espermatozoides para llegar a
200 en el reticulo de Tomas se debera continuar con los cuadrantes vecinos numerados en la
figura 11 de tal manera de obtener un error de muestra calculado en solo un 5 % (tabla 5). Y
una diferencia aceptable de 39 espermatozoides como maximo entre ambos recuentos (tabla
6). Si la diferencia fuese mayor se repite el procedimiento desde | mezcla del liquido
seminal en adelante. (Replicas nuevas y duplicados reales).

Tiafo Neubauer
0.100mm Improved
=F
Qo) =
| 0,0025 mm? J

Figura 10: Camara de Neubauer Izquierda: Vista desde arriba, Derecha vista de perfil mostrando la separacién
entre la camaray el cubrecamara.
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Figura 11 Ampliaciones sucesivas de la cAmara de Neubauer, el recuadro 5 (reticulo de Tomas) se ve
amplificado en el esquema central (1 mm?) que a su vez indica un circulo que se amplifica nuevamente a la
derecha para realizar el recuento (0,2 mm?). Pagina 34 “WHO laboratory manual for the Examination and
processing of human semen.
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0.05 mm =50 um.

Figura 12: Fotografias equivalentes a los esquemas central y derecha de la figura 11.

Micrographs courtesy of C Brazil.

Figura 13: Los circulos blancos indican espermatozoides que se cuentan en el campo indicado y los circulos
negros indican espermatozoides que no se cuentan: Esta técnica evita contar al espermatozoide 2 veces.
Pagina 34 “WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen.

En los casos en que no se alcancen a contar los 200 espermatozoides en el reticulo de
Tomas (cuadricula 5, figura 11) se continuara el recuento en las otras cuadriculas de la
camara de Neubauer, desde la 1 a la 9.

Recuento en cdmara Makler

La caAmara Makler no es recomendada por OMS en el tltimo manual del 2010, sin embargo,
presenta la ventaja de trabajar con muestra sin diluir lo que evita este factor de error y
ademas se puede determinar los distintos grados de movilidad a la vez, lo que ahorra tiempo
al personal del laboratorio.

Para determinar la concentracion, se cuenta las 100 cuadriculas y se multiplica el resultado
por 100.000, para expresar la concentracion espermética en millones/mL.
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Figura 14: Camara de Makler Izquierda: Vista desde arriba, Derecha vista de perfil mostrando la separacion
entre la camaray el cubrecamara.

Figura 15: Izquierda: Vista a bajo aumento de la grilla casi completa de la cAmara de Makler: posee 100
cuadrantes en total. Derecha: Esauema de la arilla en cdmara de Makler.

Hay que tener en cuenta que la centrifugacion en muestras con criptozoospermia
(concentracién espermatica menor de 1 x 10%/mL), disminuira la movilidad espermética en
los pocos espermatozoides que se pudieran encontrar y en algunos caso la movilidad se
puede perder en su totalidad.

Si el numero de espermatozoides es < 4 por campo con aumento de x400 esto representara
aproximadamente a 1 x 10°/mL de espermatozoides y para la mayoria de los propdsitos
clinicos se informara una concentracién espermatica < 2 x 10°/mL ya sea se encuentren o
no espermatozoides moviles.

Al finalizar el trabajo de recuento se dejara la camara en solucion desinfectante
preferiblemente durante toda la noche para eliminar posibles agentes infecciosos del semen.

18



OLIGOZOOSPERMIA: Se define con el recuento de espermatozoides inferior a 15 x 10°
/mL esta puede ser, ligera (entre 10- <15 x 10° /mL), oligozoospermia moderada (entre 5-
10 x 10° /mL) y oligozoospermia severa cuando la concentracion espermatica es inferior a
5-10 x 10° /mL). Algunas causas son; Obstruccion epididimaria, eyaculacion retrograda,
diabetes mellitus, factores congeénitos, estres y periodos febriles intensos, hipogonadismo
hipogonadotrofico.

CRIPTOZOOSPERMIA: Se define como una concentracion de espermatozoides inferior
alx10°/mL.

AZOOSPERMIA: Se define como la ausencia de espermatozoides en el liquido seminal y
puede indicar un dafio severo del epitelio germinal con aplasia germinal o sindrome de
Sertoli solo (azoospermia secretora) y la detencién de la maduracién espermatica (arresto
de la espermétogenesis). La zoospermia también puede deberse a una obstruccion de las
vias seminales (azoospermia obstructiva). En estos casos se debera centrifugar toda la
muestra a 3000 g durante 15 minutos y revisar en 2 portaobjetos todo el pellet para
informar, revisado preferiblemente con aumento de x 20 para abarcar toda el area del
cubreobjeto de 22 x 22 mm. Si se encuentra al menos 1 espermatozoide se informa como
criptozoospermia, de lo contrario solo se sugiere la azoospermia ya que existe la posibilidad
que en el resto de la muestra si se encuentren espermatozoides ya que e ha demostrado que
no todos los espermatozoides bajan al pellet a ese tiempo y velocidad. (Corea et al., 2005)
Debemos tener presente que casi en todos los casos, esta centrifugacion afectara
negativamente la movilidad de los escasos espermatozoides que pudiera tener la muestra.

Conclusién: A pesar que estos protocolos se sigan con exactitud, tenemos que considerar
varios factores relacionados con posibles errores, entre ellos tenemos solo como algunos
ejemplo mas frecuentes, el uso de pipetas de aire en vez de pipetas de presion positiva,
errores en la mezcla y dilucién de las muestras, pipetas descalibradas, cdmaras y contadores
defectuosos entre otros factores por lo que siempre se recomendara el uso de control de
calidad tanto interno como externo para asegurar la confiabilidad de nuestros resultados.

RECUENTO DE OTRAS CELULAS DIFERENTES A LOS ESPERMATOZOIDES:

El semen eyaculado contiene otras células ademas de los espermatozoides, entre ellas se
incluyen células epiteliales de la uretra, leucocitos, células germinales.

La concentracion de estas células se puede estimar de la siguiente manera. Se cuentan las
células en los cuadrados que estan ubicados en las esquinas del reticulo de Thomas
(Cuadrantes 1,3,7 y 9). Cada cuadrado tiene un volumen de 0.1mL® pero representan un
valor de 1 mL. El conteo que resulta en los 4 cuadrados se divide entre 4 y se multiplica por
el factor de dilucion para obtener el nimero de células por mL de muestra. Lo minimo que
hay que contar son 200 células redondas, si este valor no se alcanza se cuentan el resto de
los cuadrantes y el resultado se divide por el nimero de cuadrantes contados OMS ademas
recomienda que este analisis se haga por duplicado real en la cdmara contra lateral.
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Otra manera de estimar el nimero de células redondas especificando el detalle de estas es
directamente en el mismo frotis utilizado para determinar la morfologia espermatica, lo cual
obviamente requerira un andlisis de un experto en citologia para poder discriminar entre
células de origen sanguineo y de origen espermatico, de esta manera si N es el numero de
un tipo celular dado por 100 espermatozoides y S es la concentracion de espermatozoides
en millones/mL, entonces la concentracion C de un tipo celular dado en millones/mL. puede
ser calculada con la siguiente formula:
C=(NxS)/200

Asi, si el numero de células germinales inmaduras o leucocitos contados es 5 por 200
espermatozoides y el recuento de espermatozoides es 120 x 10°/mL la concentracién de
dichas células es 5x 120x10°/200 =3 millones /mL.
Con el mismo ejemplo pero ahora determinado el nimero de neutréfilos, si encontramos 2
neutrofilos por cada 200 espermatozoides tendremos que:

C=2x120x10%/200 = 1,2 millones/mL
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Figura 16: De izquierda a derecha, 1.- Neutrdfilos, 2.- epitélio descamativo, 3.-epitélio descamativo plano, 4.-
Espermaétidas.

Determinacion quimica de Leucocitos.

Los leucocitos pueden dafiar la movilidad y el DNA espermatico a través de un ataque
oxidativo, sin embargo, este dafio dependerd de varios factores entre ellos, el lugar de
infiltracion leucocitaria, naturaleza de los leucocitos encontrados (Macréfagos, Neutréfilos
y excepcionalmente Linfocitos) y el estado de activacion leucocitaria. Aunque la
leucocitoespermia no nos asegura el diagnostico de infeccion, si se considera un signo de
sospecha si se asocia a otros signos seminales y clinicos que confirman dicho diagnostico.
Algunos sintomas clinicos podrian ser: dolor al eyacular, antecedentes de infecciones de
transmision sexual o genitourinarias, exdmenes anormales de alguna glandula del sistema
reproductor y alteraciones fisico quimicas del plasma seminal lo que confirma el
diagnostico es el examen bacterioldgico positivo. Hay que tomar en cuenta que un segundo
grupo de analisis de espermiograma solo podra realizarse solo después de transcurridos al
menos 90 dias después de la ultima dosis de antibidticos ya que estos afecta a la
concentracion espermatica.

Dentro de la poblacion de leucocitos, predominan los Neutrofilos. Sin embargo, estas
células podrian ser confundidas por un evaluador inexperto con espermaticas
multinucleadas. Algunas caracteristicas morfologicas que los diferencia a ambos, por
ejemplo, son: los puentes de cromatina que solo estan presentes en el Neutrofilo, los
linfocitos tiene un nucleo en promedio de 7 um a diferencia de un macrofago que posee un
tamario nuclear promedio de 15 um
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En nuestro laboratorio determinamos leucocitos peroxidasa positivos en base a una
solucion de agua oxigenada 10-30% (100 pL) mezclada con una solucion de ortotoluidina
0.15% (900 pL), en una relacion 1:10. De esta mezcla, se toman 900 uL a los que se
agregan 100 uL de muestra de semen (relacién 1:10). La solucién final se incuba por 30
minutos a temperatura ambiente. Los leucocitos peroxidasa positivos dan una coloracion
marron, y se registran como positivos para la reaccion. Este recuento es util para diferenciar
los leucocitos peroxidasa positiva (Neutrofilos) de otros tipos de células redondas y se
cuentan en camara de Neubauer o Makler, sin embargo, esta técnica no detecta a
Macrofagos o Neutrofilos que ya hayan exocitado sus granulos. Un método similar pero
méas complejo se detalla en el Manual OMS 2010 aunque varias otras técnicas para
identificar la poblacion leucocitaria en semen, como son en base a inmunocitoquimica,
también pueden ser utilizadas aunque estas son mas costosas y demandan un tiempo de
procesamiento y analisis mayor por lo que tendra que evaluare el real aporte que puede
entregar esta técnica al diagnostico en cada caso en particular.

La agencia internacional de investigacion del cancer (IARC, 1982) ha declarado que la
ortho-toluidina presenta riesgo carcinogénico para humanos.

Figura 17: Células Peroxidas positivas: Se marcan de café claro hasta marrdn intenso.
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Determinacion de células inmaduras:

Las células germinales o células inmaduras incluyen espermatidas y espermatocitos pero
rara vez incluyen a espermatogonias debido a que estas estdn unidas mediante
hemidesmosomas a la lamina basal lo que previene su liberacion al lumen y la que se libera
tras una mitosis generalmente alcanza a transformarse en un elemento celular mas
diferenciado, estas células generalmente son detectadas en los preparados (frotis) pero son
dificilmente diferenciadas de células inflamatorias cuando estas células se encuentran en
degeneracion.

MORFOLOGIA ESPERMATICA: > 4 % de formas normales. Este valor esta sujeto a
estudios multicéntricos que realiza la OMS. Sin embargo, se sugiere que cada laboratorio
estandarice sus propios valores de referencia lo que en mi experiencia es poco factible y no
hemos conocido un laboratorio con estudios serios que produzcan sus propios valores y
publicados.

Algunas muestras de liquido seminal contienen espermatozoides con diferentes
malformaciones: Defectos de la espermatogenesis y algunas patologias espermaticas son
comdnmente asociadas con un incrementado porcentaje de espermatozoides con formas
anormales. Los espermatozoides anormales generalmente poseen un bajo potencial fértil,
dependiendo de los tipos de anormalidades, estos también pueden poseer anormalidades en
su DNA. Defectos morfoldgicos han sido asociados con un incrementado fragmentacién del
DNA (Gandini et al., 2000) una incrementada incidencia de aberraciones estructurales de
cromosomas (Lee et al., 1996) cromatina inmadura (Dadoune et al., 1988) y aneuploidia
(Martin et al., 2003). En los casos de teratozoospermia (Valores inferiores al 4 % de
espermatozoides normales) pueden observarse en un gran nimero de trastornos como son el
varicocele, la sepsis seminal, el estrés, la exposicion a agentes nocivos ya sean quimicos o
fisicos. Algunos casos de muy mal pronostico son las morfologias de espermatozoides con
forma de pera, redondos (globozoospermia) o los espermatozoides con cabeza de alfiler en
que estas malformaciones son de causa genética y esta presente en mas del 95 % de los
espermatozoides.

Concepto de espermatozoide normal: La recuperacién de espermatozoides obtenidos del
tracto reproductor femenino especificamente en el moco endocervical postcoital y también
en la zona pelucida, han ayudado a definir la apariencia del espermatozoide potencialmente
fértil (morfol6gicamente normal). Usando esta guia el rango de espermatozoides normales
en fértiles e infértiles varia entre 0-30 % Yy muy pocas muestras superan el 25 % de
espermatozoides moviles. Este bajo valor inevitablemente producira bajos puntos de cortes
gue en estudios in vitro, inseminacién intrauterina y fertilidad in vivo varia entre 3-5 % de
formas normales.
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EVALUACION DE LA MORFOLOGIA ESPERMATICA
, - ‘ Dos o mas extendidos deben ser
AR preparados de la muestra de semen hay
que tomar en cuenta que puede fallar el
protocolo de tincién o algun extendido
puede romperse. Las laminas deben ser
limpiadas adecuadamente con papel libre
de pelusas, antes de que una pequefia gota
de semen bien mezclada (5-10 pL) sea
colocada sobre su superficie, hay que
considerar que la viscosidad del semen
puede estar aumentada dificultando asi el
extendido de la muestra sobre la lamina.

Figura 18: Materiales para morfologia espermatica.

El extendido debe ser bien delgado para que se seque rapidamente y debe realizarse
inmediatamente al colocar la gota sobre el portaobjetos, no debe emplearse calor para el
secado ya que produce el enroscamiento de las colas Yy alteraciones de cabeza. Ademas, el
semen tiene mucus que al exponerse al calor enturbia toda la muestra haciendo dificil
observar los espermatozoides, por ende se deja secar al aire se marca el frotis con un lapiz
comun de carbon (HB o N° 2) que es resistente a los solventes y colorantes y se sigue el
siguiente protocolo. En los casos en que la concentracién espermatica es menos a 2 x 10°
/mL la muestra se puede centrifugar a no mas de 600g por 10 minutos y el pellet se puede
resuspender en los restos de sobrenadante que queden en el tubo, en nuestra experiencia la
centrifugacion de la muestra con PBS deja los espermatozoide mas limpios y nos facilita la
observacién para determinar la morfologia, el mismo procedimiento es utilizable cuando la
muestras son viscosas o presentan problemas de licuefaccidn. Sin embargo hay que tomar
en cuenta que en algunos casos la centrifugacion puede alterar la morfologia espermatica
por lo que es recomendable registrar este procedimiento en el informe.

Figura 19: Preparacion de un frotis seminal: Se coloca una gota de liquido seminal en un extremo del porta
objetos (fotografia de la izquierda), tocar la gota con el extremo de otro portachjetos con un &ngulo que
dependera de la concentracién espermatica (generalmente de 45°), fotografia central y finalmente realizar un
movimiento homogéneo de 1 segundo para extender la muestra a lo largo del portaobjetos (fotografia de la
izquierda).
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Metodos de Tincion: Una vez que la muestra este seca, se debe fijar y tefiir con
Papanicolaou, tincion de Shorr, Diff-Quik.

CLASIFICACION DE LA MORFOLOGIA ESPERMATICA.

La morfologia espermatica esta asociada con un numero de dificultades técnicas de las
cuales las mas importantes son el grado de subjetividad, la variacion en la interpretacion y
en algunos casos inexistente realizacion de control de calidad externo. Para valorar la
morfologia hay que conocer muy bien las partes de un espermatozoide normal con sus
respectivas dimensiones, al respecto basicamente el espermatozoide cuenta con una cabeza,
pieza media, pieza principal y pieza final. Por lo tanto nosotros podemos distinguir una
cabeza que incluye al cuello, y la cola con sus piezas media y principal, la pieza final es
muy dificil distinguirla. Para que un espermatozoide sea considerado como normal, ambos
cabeza y cola deben ser normales. Todos los espermatozoides al limite de la normalidad
deben considerarse anormales.

Cell membrane
Outer acrosomal layer
Inner acrosomal layer

Detalles morfol6gicos:

La cabeza: El espermatozoide O i
humano posee una cabeza oval de 5um Nk o
de largo, 3um de ancho y 1,5um de Nm_(; = Corirde—
espesor, ocupada en su gran mayoria

por el nacleo, que contiene el &cido
desoxirribonucleico, o ADN, donde Wbt
reside la informacidn genética paterna.

El acrosoma esta bien desarrollado y se it
distribuye en forma de capucha sobre

el ndcleo; en su interior se encuentran o i
las enzimas encargadas de la (g
degradacion de la zona pellcida que
rodea al ovocito. La cabeza debe ser
lisa, de un contorno regular y de forma [
oval, el acrosoma debe abarcar entre el (o~
40 y 70 % del éarea de la cabeza 7
(Menkveld et al., 2001). La region del E’ ‘
acrosoma no debe poseer mas de 2 e
pequefias vacuola que no deben i
ocupar mas del 20 % del area de la e
cabeza espermatica. La region post

acrosomal no debe poseer ninguna

vacuola. End-piece

~

Posterior nuclear cap

TCyloplasrnqc droplet+

Mitochondrial sheath

Plasma membrane

LU

Capitulum

Annulus ring

Figura 20: Esquema de un espermatozoide normal y
sus partes.
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La cola mide 55 um y abarca tres partes, la pieza media, pieza principal y pieza Terminal.

La pieza media debe ser robusta, regular y tener alrededor de la misma longitud de la
cabeza, unos 5 um de longitud, el eje mayor de la pieza media debe esta alineado con el eje
mayor de la cabeza, posee una vaina mitocondrial dispuesta helicoidalmente y por lo tanto
la hace la parte méas gruesa del flagelo (aproximadamente 1 um), El citoplasma residual
solo es considerado anormal cuando esta en exceso (excede un tercio del tamafio de la
cabeza). Pieza principal debe tener un calibre uniforme a lo largo de su longitud, ser mas
delgada que la pieza media y tener aproximadamente 45 um de longitud (alrededor de 10
veces el tamafio de la longitud de la cabeza) puede estar enrollado sobre si mismo siempre y

cuando no existan angulos agudos indicando ruptura flagelar. La pieza terminal

unos2 a5 um de largo y solo 0,1 um de grosor.
Por lo tanto clasificaremos en el informe de la siguiente manera:

Defecto de cabeza: incluiremos los
microcéfalos, macrocéfalos, conicos,
piriformes, redondos, amorfos,
vacuolados, bicéfalos, y sus
combinaciones.

Defectos de cuello y pieza media:
Insercion asimétrica de la pieza media en
la cabeza, grueso o irregular,
bruscamente doblado,  anormalmente
delgado o alguna combinacion de estas
Defectos de la pieza principal: Pieza
corta, mdltiple, rota, fuertemente
angulada, irregularmente ancha, enrollada
0 una combinacion de estas.

Figura 21: Espermatozoide normal: Tinci6n de May
Grunwald Giemsa. X 400.

mide

Exceso de citoplasma residual: Esta asociada con una espermatogenesis anormal,
producido por defectos de procesos espermatogenicos y se consigna si supera un tercio del
tamario de la cabeza del espermatozoide. El exceso de citoplasma no debe ser llamado gota

citoplasmatica.
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Ocasionalmente, muchos espermatozoides tendran un defecto estructural especifico. Por
ejemplo el acrosoma puede fallar en el desarrollo “Globozoospermia” o falla en la unioén de
la placa basal al nucleo, en el polo

opuesto al desarrollo del acrosoma en

la espermiacion, en este ultimo caso @

la cabeza sera absorbida y solo las 2
colas seran encontradas en semen y

estos son los mal llamados ‘“cabeza

de alfiler” Estos ultimos no entran en ‘

el detalle de la morfologia o recuento

espermatico y se cuenta a parte solo si

son muy abundantes ya que por a®

definicion solo se consideran a ®

espermatozoides completos.

" @
Figura 22: Globozoospermia : Tinciéon de May Grunwald Giemsa.
X 300.
A. Head defects
(a) (b) ic) (d) (e i}
Tapered Pyriform Round Amorphous Vacuolated Small
A acrosomal

—
Small area

v v

v

M

$
$
$

B. Neck and midpiece defects C. Tail defects D. Excess residual
cytoplasm
() (h) il ) (k) U] {m) n)
Bent Asymmetrical  Thick Thin Short Bent Caoiled = one third head
neck insertion

SIS T

Figura 23: Dibujo de algunas formas anormales de los espermatozoides.
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PROTOCOLOS DE TINCION

Protocolo de tincion rapida de espermatozoides: Aunque la OMS no recomienda la
tincion de Hematoxilina y Eosina, hemos decidido incorporarla ya que por nuestra
experiencia, sabemos que si esta tincion se realiza correctamente, se puede aplicar en
muestras que no superan al 1x10%/mL de células redondas, debido a que no entrega detalles
morfologicos que nos permitan diferenciar claramente entre leucocitos y células del epitelio
germinativo.

Fijacion: Etanol al 70 - 80 % por 1 minuto.
Se fija la muestra para evitar que la exposicion de los espermatozoides a la humedad,
cambios de temperatura y otros factores ambientales.

Protocolo simplificado solo para espermatozoides.

1.- Sumergir 10 segundos en Hematoxilina de Harris.

2.- Sumergir 5 - 10 minutos en agua corriente

3.- Sumergir 1 minuto en agua destilada

4.- Sumergir 2 minutos en Eosina 0.1 % (En agua destilada)

5.- Enjugar con agua destilada 1 minuto aprox.

6.- Secar, poner cubre objeto, solo observar al microscopio con aceite de inmersion.

Esta técnica permite re evaluar la muestra incluso afios después para fines de control de
calidad interno. La desventaja es que entrega un pobre detalle de las células redondas lo que
hace dificil la diferenciacidn entre leucocitos y células del epitelio germinativo.

TINCION DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA.

La experiencia en el laboratorio nos a indicado que esta tincion es ideal ya que nos
proporciona no solo lacas caracteristicas morfologicas de los espermatozoides si no que
ademas las caracteristicas de las células redondas logrando diferenciar con gran claridad los
leucocitos, células epiteliales y las células de la espermatogénesis. Siendo por lo mismo una
tincién ampliamente usada en la mayoria de los laboratorios latinoamericanos y Europeos
tanto por su rapides como por la cantidad de datos y detalles que entrega.

MAY-GRUNWALD : AZUR 11- EOSINA
GIEMSA : AZUL DE METILENO-EOSINA

PROCEDIMIENTO PARA ESPERMATOZOIDE.

1.- Colocar una capa fina de May Grunwald sobre un frotis durante 4 minutos

2.- Enjuagar con agua destilada

3.- Colocar una capa de Giemsa diluido 1:10 en agua destilada durante 15 minutos
4.- Enjuagar con agua destilada

5.- Secar y montar
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PROCEDIMIENTO PARA CELULAS GERMINALES.
Idéntica que el procedimiento para tincion espermatica solo que la dilucion de Giemsa es
1:20.

En nuestro laboratorio ocupamos siempre una dilucién 1:15 donde el nucleo se tifie de azul-
violeta y el citoplasma adquiere diferentes tonalidades dependiendo el tipo celular
observado, como esta es una tincién usada en hematologia es muy adecuada para hacer
detallados analisis morfologicos.

TINCION DE PAPANICOLAOU Para espermatozoides.

Una tincion de excelencia aunque mucho mas laboriosa y ampliamente usada y
recomendada por los autores del manual OMS 2010 es la tincidn de Papanicolau.

Se recomienza que los preparados sean secados al aire al menos 4 horas antes de ser tefiidos
pero pueden ser almacenados hasta una semana antes de fijar y tefiir.

1.- Fijacion: Sumergir en alcohol 95 5 a lo menos 15 minutos.

2.- Sumergir secuencialmente y 30 segundos respectivamente en alcohol 80 %, 50 %.

3.- Agua destilada durante 30 segundos.

4.- Hematoxilina de Harris durante 4 minutos.

5.- Agua destilada durante 30 segundos.

6.- Alcohol acido (1 mL de acido clorhidrico en 200 mL de etanol 70 %).

7.- Sumergir en agua corriente y fria durante 5 minutos.

8.- Sumergir secuencialmente y 30 segundos respectivamente en etanol 50 %, 70 % .

9.- Sumergir en etanol 95 % al menos durante 15 minutos.

10.-Sumergir en colorante naranja G-6 durante 1 minuto.

11.-Sumergir en etanol 95 % durante 30 segundos y repetir 2 veces pero en otros alcoholes
de 95 % para continuar limpiando el exceso de colorante.

12.-Sumergir en la tincion verde EA-50 durante 1 minuto.

13.-Sumergir en etanol 95 % durante 30 segundos y repetir en otro etanol de 95 %.
14.-Sumergir en etanol 100 % durante 15 segundos y repetir en otro alcohol de 100 5
limpio.

15.- Se puede pasar a Xilol puro 2 o tres diferentes y finalmente montar para dejar esta
preparacion de manera permanente para fines de control de calidad interno.

Se cuentan 200 espermatozoides clasificandolos como normales o anormales. Las
células de la espermatogenesis halladas al contar los espermatozoides se informan
aparte.

Valores de referencia:

Las mediciones en las muestras de semen necesariamente deben ser comparadas con
valores de referencia que nos permitan decidir el manejo y tratamiento del paciente y puntos
de cortes o valores limites
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Tabla 1: Resumen de Limites de Referencia Inferiores (LRI), con un percentil de 5 e

intervalo de confianza de un 95 %o.

Paramatar Lower refarence limit
Semean volume (mi) 1.5{(1.41.7)
Total sparm number (108 par ajaculate) 34 (33-46)
Sperm concantration (10° per ml) 15 (12—18)
Total maotility (PR + NP, %) 40 (38-42)
Prograssiva matility (PH, %) a2 (31-34)
Vitality (live spermatozoa, %) 58 [55-63)
Sperm morphology (normal forms, %) 4 {3.0-4.0)
Othar consensus threshold values

pH 7.2
Pemxidase-positive laukocytes (10% par mil) =1.0

MAR test (motile spermatozoa with bound particles, %5) =50
Immunobead tast (motile spermatozoa with bound beads, %) <50
Seminal zinc (pmol/ejaculate) =24
Seminal fructose (wmol/ejaculate) =13
Seminal nautral glucosidass (mll/ejaculate) 220

Pagina 224 “WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen.
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Tabla 2: Forma para registrar el analisis del espermiograma y moco cervical, segun el
manual de la OMS 2010.

Mairme:

Coda:

Date (day/monthfyear)

Collection (1, at laboratory; 2, at home)
Collection tima (lour © minute)

Sample delivered (hour : minuta)

Analysis bagun (hour : minute)

Patient

Abstinencs time (days)

Medication

Difficulties in collection

Semean

Traatment (a.g. bromelain)

Complete sample? (1, complets; 2, incomplate)
Appaarance (1, normal; 2, abnormal)

Viscosity (1, normal; 2, abnormal)
Liguafaction (1, normal; 2, abnormal) (minutas)
Apaglutination (1-4, A-E)

pH [7.2]

Violume {mil) [21.5]

Sparmatozoa

Total number (10° per ejaculate) [=3g]
Concentration (10¢ per mil) [z15]

Error (%) if fewer than 400 calls countad
Vitality (% alive) [258]

Total motile PR+ MNP (36) [=40]

Prograssive PR (%) [=32]

Mon-progressive NP {46)

Immictila IM (%)

Mormal forms (%) [=4]

Abnormal heads (%)

Abnormal midpiecas (%)

Abnormal principal piscas (%)

Excess residual cytoplasm (%)

Diract MAR-test oG (%6) (3 or 10 minute) [<50]
Diract MAR-tast IgA (%) {3 or 10 minute) [<50]
Diract IB-tast 1gG (% with beads) [<50]

Diract IB-tast Igh (% with beads) [<50]
MNon-sperm cells

Peroxidase-positive cells, concentration (108 per mi) [<1.0] |
Accessory gland function

Zinc (umol per ejaculate) [=2.4]

Fructosa (umol per gjaculate) [=13]
a-Glucosidase (neutral) (mU/gjaculate) [=20]
Technician:

Pégina 252 “WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen.
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Tabla 3: Nomenclatura para algunas variables seminales WHO 2010.

TERMINO

DEFINICION

Normozoospermia:

Eyaculado normal definido por los valores
de referencia.

Oligozoospermia:

Concentracion espermatica menor a los
valores de referencia.

Astenozoospermia:

Movilidad menor al valor de referencia.

Teratozoospermia

Morfologia menor al valor de referencia.

Oligoastenoterato zoospermia:

Significa alteraciones en tres variables.
(También se wusarla combinacion de 2
prefijos).

Azoospermia:

Ausencia de espermatozoides en el
Eyaculado.

Aspermia

Ausencia de eyaculado.

Cryptozoospermia:

Espermatozoides ausentes en el preparado
examinado al fresco pero presentes en el
pellet.

Hemospermia:

Hematospermia;
Presencia de eritrocitos en el eyaculado.

Leucospermia:

Leucocitospermia, Piospermia;
Presencia de leucocitos en el eyaculado por
sobre el valor de referencia.

Necrozoospermia:

Porcentaje de espermatozoides vivos menor
al valor de referencia.

El sufijo espermia se refiere al eyaculado y zoospermia al espermatozoide. Por lo tanto
los siguientes términos NO deben ser usados: astenospermia, astenoteratospermia,
criptospermia, oligoastenospermia, oligoteratospermia, oligospermia, teratospermia.
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Las siguientes tablas nos resuelven el problema que tenian los laboratorios al obtener

diferentes valores en las variables determinadas en duplicados reales.

Tabla 4: Diferencias aceptables entre dos porcentajes promedios provenientes de la

misma muestra, al evaluar 200 células en cada placa, total 400 células.

Ejemplo 1:

Si la vitalidad en la placa 1 nos da un valor del 60 % y en la placa 2 un valor de 68 %

tenemos que:

Promedio, 64 % para lo cual la maxima diferencia aceptable observada en esta tabla
corresponde a 10, entonces como 68-60 es 8 la vitalidad espermaética que informaremos es
de 68 % de lo contrario si la diferencia fuese mayor a la diferencia aceptable, se tendra que
analizar un nuevo set de preparados.

“Based an the rounded 35% confidence infenval

Pégina 25 “WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen.

Average (%) ﬁﬁnﬁ? Average (%) g}rﬂ;ztﬂ?

1] 1 BE-TE a

1 2 77-83 B

2 3 B4-B8 T

34 4 Bo-82 L

5T 5 8385 5

B-11 G BE-a7 L

12-18 7 o3 3

17-23 B 88 2

24-34 a 100 1
3555 10
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Tabla 5: Error de muestreo en porcentaje (%) de acuerdo al nimero total de células

contadas.

Ejemplo 2: El valor minimo a evaluar para todas las variables, serd de 200 células y por
duplicado, lo que nos entrega un valor total de 400 células analizadas y con esto
aseguramos un error de muestra del 5 %.

Total (N) imf':::;? Total (N) i"”’gﬂ;ﬁ' Total (N) ‘zfrrgﬂg;?
1 100 25 20 B5 10.8
2 70.7 an 18.3 a0 105
3 57.T a5 16.9 a5 10.3
4 S0 40 15.8 100 10
5 447 45 149 150 B.2
B 408 50 14.1 200 7.1
7 ars 55 13.5 250 8.3
8 35.4 80 12.9 300 5.8
9 333 B85 12.4 aso 5.3
10 2y N 70 12 400 5
15 258 75 11.5 450 4.7

20 22.4 BO 11.2 500 4.5

Pagina 37 “WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen.

Tabla 6: Diferencia aceptable entre dos recuentos que entregan una suma
Ejemplo 3: Si el recuento de células redondas en la placa 1 nos entrega un valor del 100 y

en la placa 2 un valor de 120 tenemos que:
La suma es 220 para lo cual la maxima diferencia aceptable observada en esta tabla
corresponde a 29, entonces como 120-100 es 20, Se acepta la suma de 220 y se proceden a
hace los célculos para determinar la concentracion de las células, determinadas segun

dilucion.

Sum | Diference: Sum | Diference:
144-156 24 329-346 36
157165 25 347-366 ar
170-182 26 36T-385 38
183196 27 386206 338
197-211 28 407426 a0
212226 28 427448 41
227242 30 449470 az
243-258 ai 471402 43
250274 32 493-515 44
2T5-282 a3 516-538 a5
203305 34 539562 L]
310-328 a5 SE3-587 a7

*Based on the rounded 95% confidence inferval.
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Tabla 7: Diferencia aceptable entre dos bajos recuentos que entregan una suma
Ejemplo 4: Idéntico al ejemplo 3y se incluye el calculo para bajas concentraciones.

Sum Acceptable Sum Acceptable Sum Acceptable

difference® differance” differenca®
3540 12 144156 24 320-348 38
4147 13 157168 25 347-386 ar
45-54 14 170182 26 3ET7-385 38
5562 15 183186 27 386406 34
83-70 16 1ar-211 28 407-426 40
7178 17 212-228 20 4274458 41
BO-52 18 227242 30 440470 42
8088 18 243-258 3 471-4az 43
aa-10a 20 250-274 3z 483-515 4o
110120 21 275-282 a3 516-538 45
12113 22 293-308 34 53b-bg2 4G
132-143 23 30328 a5 563-587 47

‘Based on the rounded 95% confidence interval
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Normograma: De especial utilidad para extrapolar la fuerza centrifuga a las revoluciones
por minutos (rpm) y viceversa.

En este ejemplo una fuerza de rotacion centrifuga (RCF) de 550 g para una centrifuga con
un radio de rotor de 8 cm. Correspondera a 2500 rpm.
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