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RESUMEN

Antecedentes: N. gonorrhoeae es una de las principales causas de uretritis, prostatitis y epididimitis en
hombres. En el tracto urogenital masculino, esta bacteria o los factores solubles producto de su metabo-
lismo pueden interactuar con los espermatozoides y alterar su calidad. Objetivos: Determinar el efecto de
la incubacion in vitro de N. gonorrhoeae y los factores solubles producto de su metabolismo sobre la cali-
dad espermatica y evaluar la interaccion bacteria-espermatozoide. Método: Se realiz6 incubacién de una
concentracion 0,5 McFarland de N. gonorrhoeae y de los factores solubles producto de su metabolismo
bacteriano con muestras de semen de voluntarios aparentemente sanos. Se cuantificaron los parametros
espermaticos convencionales (movilidad y viabilidad) y funcionales (potencial de membrana mitocondrial,
integridad y lipoperoxidacion de la membrana espermatica, deteccién de especies reactivas del oxigeno,
integridad de la cromatina y expresion de Anexina V), empleando microscopia y citometria de flujo, respec-
tivamente. Para evaluar la interaccion de N. gonorrhoeae con los espermatozoides humanos se realizaron
extendidos en placas para su observacion al microscopio. Resultados: N. gonorrhoeae puede unirse al
espermatozoide y disminuir la viabilidad espermatica luego de 1,5 horas de incubacién con los esperma-
tozoides humanos (84,5% vs 66,5%, p<0,05), sin afectar los pardmetros espermaticos funcionales. Con-
clusion: N. gonorrhoeae interactua con los espermatozoides humanos afectando la viabilidad espermatica.

PALABRAS CLAVE: Neisseria gonorrhoeae, factores solubles bacterianos, calidad seminal,
parametros espermaticos convencionales y funcionales

SUMMARY

Background: N. gonorrhoeae is a major cause of urethritis, prostatitis and epididymitis in men. In the male
urogenital tract, the bacteria or soluble products of their metabolism may interact with sperm, and alter their
quality. Aims: To determine the in vitro effect of incubation of N. gonorrhoeae and soluble products of their
metabolism on sperm quality and assess the bacteria-sperm interaction. Methods: Soluble products of bac-
terial metabolism and 0.5 McFarland concentration of N. gonorrhoeae were incubated with semen samples
from healthy volunteers. Conventional (motility and viability) and functional sperm parameters (potential of
mitochondrial membrane integrity and sperm membrane lipid peroxidation, detection of reactive oxygen
species, chromatin integrity and expression of annexin V) were quantified using microscopy and cytometry
flow, respectively. To assess the interaction of N. gonorrhoeae to human sperm microscopic observation
was performed. Results: N. gonorrhoeae can join the sperm and decreases sperm viability after 1.5 hours of
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incubation with human sperm (84.5% vs 66.5%, p<0.05), without affecting the functional sperm parameters.
Conclusion: N. gonorrhoeae interacts with human sperm affecting sperm viability.

KEY WORDS: Neisseria gonorrhoeae, soluble products, semen quality,
conventional and functional sperm parameters

INTRODUCCION

N. gonorrhoeae es un diplococo gran negativo,
aerobio no esporulado e inmovil, implicado en di-
ferentes infecciones del tracto genitourinario tanto
masculino como femenino (1,2). El gonococo, como
también suele denominarse frecuentemente a esta
bacteria, causa infecciones severas en las mujeres
que incluyen la enfermedad pélvica inflamatoria
(EPI), endometritis, infeccion de las trompas de Fa-
lopio, abscesos ovaricos y peritonitis pélvica (1,3)
dejando secuelas a largo plazo como la infertilidad
(4). La infeccion masculina trae como consecuen-
cia la uretritis, prostatitis, epididimitis e infertilidad
(5,6). La relevancia de la infeccion gonocécica radi-
ca en su capacidad de potenciar otras infecciones
de transmision sexual como las originadas por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (1).

El uso de antimicrobianos ha disminuido la in-
cidencia de la infeccion gonocdcica aunque sigue
siendo comun entre los jévenes de paises indus-
trializados como Estados Unidos, donde el 75% de
los casos reportados para el ano 2005 ocurrieron
en el grupo de edad de 15-29 afios y la tasa més
alta de incidencia se presentd entre los 15-19 afos
con 625 casos por cada 100.00 habitantes (3).

Desde hace méas de 30 anos se viene investi-
gando los mecanismos de union entre los esper-
matozoides con esta bacteria y su capacidad de
transporte desde el tracto genital masculino hasta
el femenino (7,8) y esa misma interaccién puede
estar relacionada con afectar la fertilidad mascu-
lina, por el dafo en la calidad seminal. N. gono-
rrhoeae se une a las células de su Unico hospe-
dero, el humano, a través del contacto directo con
las mucosas empleando la molécula CD46 (7,9) y
estructuras de superficie como el pili (3,10). El pili
bacteriano causa hemoaglutinacion por la adheren-
cia a los eritrocitos (11) y esta estructura puede ser
empleada para unirse a la célula espermatica, aun-
que no es la unica; las proteinas de la membrana
externa y los lipo-oligosacaridos parecen desempe-
fiar un papel critico en la unién del microorganismo
a las células de la mucosa genitourinaria (1).

Adicionalmente, el efecto que puedan tener las
infecciones genitourinarias masculinas sobre la ca-
lidad seminal puede estar relacionado no solo con
la presencia de la bacteria en el tracto reproductivo

masculino, los microorganismos durante su meta-
bolismo pueden secretar sustancias al medio que
podrian incidir en la calidad seminal, como se ha
reportado con la bacteria uropatdgena E. coli (12).

El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto de la incubacion in vitro de N. gonorrhoeae
y los factores solubles producto de su metabolismo
sobre la calidad espermatica y adicionalmente eva-
luar la interaccién entre la bacteria con los esper-
matozoides humanos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de semen: Se emplearon 12 mues-
tras de semen de voluntarios aparentemente sa-
nos, mayores de edad, obtenidas por masturbacion
y colectadas en un recipiente estéril luego de una
abstinencia sexual de 2 a 5 dias y con parametros
seminales iguales o superiores a los limites inferio-
res de referencia establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (13). La concentracion
espermatica se determiné empleando la camara de
Makler (Sefi-Medical Instruments, Israel) (14).

Obtencidn de los factores solubles: Se empled
la cepa bacteriana N. gonorrhoeae ATCC 43063, y
se cultivd en agar Thayer Martin (ICMT, Medellin,
Colombia) a 37°C/5%CQO2 y los factores solubles
producto del metabolismo bacteriano se obtuvieron
incubando durante 30 minutos un inéculo bacteria-
no a una concentracion de 0,5 McFarland en PBS
(Gibco®, NY, USA), posteriormente, el medio se
centrifugé a 600 g/10 minutos, se recolecté el so-
brenadante y se filtré6 con una membrana bacterio-
I6gica de 0,2 ym (Advantec Industries, China), se
alicuotd y se almacend a -20°C hasta su uso.

Evaluacion de la interaccion entre N. gonorr-
hoea y los espermatozoides humanos. Con el fin
de evaluar la interaccion entre la bacteria y los es-
permatozoides humanos se incubaron 5x108 es-
permatozoides moviles seleccionados empleando
la técnica Swim-up con una concentracién bacte-
riana de 0,5 McFarland por dos horas a 37°C, pos-
teriormente se realizaron 5 lavados centrifugando a
300 g/5 min, cambiando de vial en los lavados 1, 3
y 5. De la mezcla final de bacterias y espermatozoi-
des se tomaron 20 pL y se realizaron extendidos en
placas porta objetos para evaluar la presencia de
diplococos intra y extracelulares mediante la tincidn
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de Gram y con el colorante STAT Il (Origio, Dina-
marca) realizando observaciones en un microsco-
pio Nikon Eclipse E200 (Nikon, Tokyo, Japdn) con
un objetivo de 100X.

Evaluacion de N. gonorrhoeae y sus factores
solubles sobre los parametros espermaticos con-
vencionales. Inicialmente se prepard un indculo
bacteriano de N. gonorrhoeae a una concentracion
0,5 McFarland en PBS y se atemperd una alicuota
de los factores solubles previamente preparados.
Las muestras de semen fueron incubadas con la
bacteria o sus factores solubles en una proporcion
1:1 (100 pL de semen y 100 pL de indculo bacte-
riano/factores solubles) durante 2 horas a 37°C. El
efecto sobre la movilidad y la viabilidad espermati-
ca se determiné inmediatamente luego de la incu-
bacion de las muestras de semen con el inéculo
bacteriano o sus factores solubles y cada 30 mi-
nutos hasta completar las 2 horas de incubacion.
Los resultados son expresados como la mediana y
el rango del porcentaje de movilidad tipo I+1l y de
viabilidad.

Evaluacion de N. gonorrhoeae y sus factores so-
lubles sobre los parametros espermadticos funciona-
les. La evaluacion de los parametros espermaticos
funcionales se realizé por citometria de flujo (Coulte-
rEpics XL - BeckmanCoulter, CA, USA) analizando
entre 5.000 y 10.000 espermatozoides de acuerdo
a los protocolos previamente estandarizado en el
Grupo Reproduccién (15-19) y luego de incubar 250
WL de semen con el indculo bacteriano o con los fac-
tores solubles a 37°C/2 horas en proporcion 1 a 1.
Posterior a la incubacion, se obtuvieron alicuotas de

2x108 y de 5x108 espermatozoides para ser incuba-
das con diferentes fluorocromos (Tabla I) de acuer-
do al parametro a evaluar (15,16,20-22).

Andlisis estadistico. Los resultados de las ci-
tometrias de flujo fueron graficados y procesados
utilizando el programa FlowJo 7.6 (TreeStar, Inc.
Oregon, USA). Todos los resultados obtenidos se
expresaron como la mediana y el rango. Para com-
parar el efecto de los factores solubles o las bacte-
rias sobre los parametros espermaticos se realiz6
una prueba ANOVA no paramétrica (Friedman) y el
pos-test de Dunns considerando significancia esta-
distica un p<0,05 utilizando el programa GraphPa-
dPrism 6 (Graphpad, CA, USA).

RESULTADOS

Inicialmente, se observd que las bacterias pue-
den unirse a los espermatozoides humanos en sus
tres estructuras basicas: cabeza, pieza intermedia
y cola (Figura 1); luego de la incubacion de N. go-
norrhoeae y de los factores solubles producto de su
metabolismo con los espermatozoides humanos,
no se observan diferencias estadisticamente signi-
ficativas en la movilidad espermatica, ni cambios
en la muestra control con respecto a este parame-
tro. En cuanto a la viabilidad, la bacteria disminuye
en un 21,3% este parametro luego de una hora y
30 minutos de incubacién con respecto al control
de viabilidad inicial (84,5% vs 66,5%, p<0,05). No
se observaron cambios estadisticamente significa-
tivos en cuanto a la movilidad inicial de la muestra
control y luego de 2 horas de incubacion (Figura 2).

Tabla |
PRUEBAS FUNCIONALES ESPERMATICAS Y SUS FLUOROCROMOS

Prueba Reactivos para la tincion Referencias

Potencial de membrana mitocondrial loduro de propidio (IP, 0.25 mg/mL, Molecular Pro- (15, 16)
bes® Inc, OR, USA) y 3,3’dihexiloxacarbocianina
(DIOCB6, 10 nM Molecular Probes®).

Integridad de la membrana plasmatica IP (concentracion final 0.25mg/mL) y Sybr 14 (LIVE/ (15, 16)
DEAD® Sperm Viability Kit, Molecular Probes®
1uM).

Lipoperoxidacion de la membrana 4,4-difluoro-4-bora-3a-4a-diaza-s-indaceno (BODI- (15, 20)
PY C11 Molecular Probes® Inc, OR, USA).

Especies reactivas del oxigeno Di-acetato de 2°,7’ diclorofluoresceina (DCFH-DA, 1 (15, 16)
UM Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y IP (0.25mg/
mL).

Expresion de fosfatidil serina Anexina V FITC/IP, con Anexina V FITC (0,5mg/mL, E (21)
Biosciencie, San Diego, CA, USA).

Fragmentacién del ADN Naranja de acridina (NA, 0.006 mg/mL Sigma-Al- (15, 16, 22)

drich, St Louis, MO, USA).
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Figura 1. Interaccion entre el espermatozoide humano con N. gonorrhoeae. La bacteria puede unirse a la
cola (a), la pieza intermedia (b) o la cabeza (c). Observaciones realizadas con la tincién de Gram (a) y con
el colorante de andrologia STAT Il (b y c).
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Figura 2. Efecto de la incubacion in vitro de N. gonorrhoeae vy los factores solubles producto de su meta-
bolismo sobre los parametros espermaticos convencionales: a. Porcentaje de espermatozoides moviles
(tipo I + Il) y b. viabilidad espermatica luego de la incubacion in vitro de la bacteria y sus factores solubles
con los espermatozoides humanos. Los datos son la mediana y el rango de 3 experimentos (*p <0,05). N.
gonorrhoeae disminuye de forma estadisticamente significativa la viabilidad espermatica con respecto al
control luego de 1,5 horas de incubacién.

Al incubar los espermatozoides humanos con
N. gonorrhoeae o con los factores solubles pro-
ducto de su metabolismo, no se observan cambios
estadisticamente significativos en los parametros
espermaticos funcionales (Tabla Il); sin embargo,
se observa 2 veces mas porcentaje de células con

membrana celular desintegrada (positivas para
SYBR y IP), una disminucién del 7,9% en la pro-
ducciéon de ERO y un aumento del 19,8% en el
porcentaje de células con lipoperoxidacion de la
membrana en los espermatozoides incubados con
la bacteria con respecto a la muestra control.
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Tabla ll
EFECTO DE LA INCUBACION IN VITRO DE N. GONO'RRHOEAEY LOS FA,CTORES SOLUBLES
PRODUCTO DE SU METABOLISMO SOBRE LOS PARAMETROS ESPERMATICOS FUNCIONALES

Parametro Control N. gonorrhoeae Control Factores
solubles de
N. gonorrhoeae
Potencial de membrana mitocon- 66,5 62,0 66,5 66,4
drial alto (%) (20,4-74,8) (22,3-71,7) (43,9-73,4) (51,5-71,5)
Células con PMM Bajo (%) 6,1 6,4 4,6 5,8
(4,6-7,2) (3,4-9,8) (8,9-15,2) (2,3-10,8)
Integridad de membrana (%) 56,9 57,2 65,3 57,2
(46,0-65,3) (46,9-59,7) (47,9-71,8) (52,4-65,5)
Células moribundas (%) 2,2 6,6 4,6 2,8
(2,2-4,6) (1,7-8,3) (2,4-4,7) (1,1-4,2)
Células necréticas (%) 42,0 37,8 27,4 31,3
(27,4-73,0) (29,7-72,4) (24,8-43,2) (25,2-39,0)
Células DCF positivas (%) 61,9 51,0 75,0 71,3
(49,3-75,0) (45,7-69,7) (53,2-78,5) (58,3-74,6)
Produccién de EROs, IMF 6,3 5,8 6,3 7,7
(1,7-6,6) (1,9-7,4) (2,2-6,5) (1,5-8,4)
Células con lipoperoxidacion de 9,6 11,5 6,0 7,7
membrana (%) (7,0-12,6) (7,2-13,9) (5,7-8,6) (5,8-8,0)
indice de fragmentacion del ADN 8,8 8,9 6,4 9,8
(3,5-14,0) 4,7-11,9) (3,6-14) (5,1-12,9)
Células Anexina V positivas (%) 8,9 8,4 8,9 8,8
(7,5-12,3) (6,1-8,9) (7,5-12,3) (6,0-9,1)

De otro lado, en los espermatozoides incubados
con los factores solubles producto del metabolismo
bacteriano de N. gonorrhoeae, se observa un au-
mento del 26% en el porcentaje de espermatozoi-
des con potencial de membrana mitocondrial bajo,
un incremento del 53% del indice de fragmentacion
del ADN y una disminucion del 12,4% de células
con integridad de membrana y del 39% de las célu-
las con respecto a la muestra control.

DISCUSION

N. gonorrhoeae es un diplococo gramnegativo
responsable de la ITS conocida como gonorrea, la
cual es altamente prevalente a nivel global (2,11).
Al evaluar la calidad seminal a través de los para-
metros espermaticos luego de la incubacion in vitro
de la bacteria y los factores solubles producto de
su metabolismo con los espermatozoides, observa-
mos que N. gonorrhoeae disminuye de forma esta-
disticamente significativa la viabilidad espermatica
sin afectar la movilidad.

Adicionalmente, tanto la bacteria como los fac-
tores solubles producto de su metabolismo, pueden
generar alteraciones en los parametros espermati-
cos funcionales, similar a lo reportado en alteracio-
nes como la prostatitis donde se incluye ademas, la
disminucion en la movilidad y la integridad del ADN
espermatico (23).

Aungue demostramos la interaccion entre la cé-
lula espermética y la bacteria a través de sus tres
componentes: cabeza, pieza intermedia y cola, téc-
nicas de microscopia como la electrénica de trans-
ferencia serian de mas utilidad por su capacidad
de resolucién mayor (0,4 a 0,8 nm) en compara-
cion con la microscopia convencional; por ejemplo
Goémez y cols (11), evaluaron la interaccién de N.
gonorrhoeae empleando esta técnica y observa-
ron que la bacteria se une a los espermatozoides
empleando uno o varios pilis y que estas estruc-
turas son susceptibles al tratamiento con tripsina
a una concentracion de 1 mg/mL, lo que disminu-
ye la adhesién. Adicionalmente, la interaccion que
observamos luego de 2 horas de incubacién entre
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los espermatozoides y las bacterias, puede requerir
menos tiempo, hay reportes de interacciones mas
tempranas en donde en 15 minutos de incubacién
se observa una adherencia del 50% del gonococo
a las células espermaticas (8).

El pili es una estructura importante para la unién
del gonococo con las células eucariotas en general,
pero no es una estructura unica (11), la unién con
la célula espermatica parece involucrar otros facto-
res, debido a que las bacterias que no tienen pili se
pueden unir al espermatozoide, pero lo hacen con
mayor frecuencia aquellas que poseen la estructu-
ra (8,11); su pérdida disminuye hasta en un 18%
la adherencia del gonococo al espermatozoide y la
presencia de hierro que favorece el desarrollo del
pili, incrementa en un 4% su unién a la célula es-
permatica (11). Por tanto, la unién bacteria/esper-
matozoide es frecuente y no es una caracteristica
unica del gonococo, otras bacterias que presentan
pili como E. coli pueden unirse a los espermato-
zoides humanos hasta en el 40% de los casos (8),
incluso pueden unirse a virus como el VIH (24). Adn
queda por definir si la unién entre ambas células es
una propiedad de la bacteria o del espermatozoi-
de, o es el resultado de la manipulaciéon de uno o
ambos (8).

En concordancia con nuestros resultados, Liu
y cols (6) reportan que el gonococo no disminuye
la movilidad espermatica, pese a que la infeccion
por este microorganismos es una causa importante
de infertilidad masculina; sin embargo, lo mas im-
portante de la infeccién es que la gonorrea en su
fase sintoméatica favorece la secreciéon de un alto
numero de bacterias en el semen lo que explica la
eficacia de la transmision gonocécica de los hom-
bres a sus parejas (1,7).

CONCLUSION

A pesar de la controversia sobre el tema, las
infecciones del tracto urogenital masculino causa-
das por N. gonorrhoeae afectan la calidad seminal,
disminuyendo la viabilidad espermatica, por lo que
disminuye la probabilidad de alcanzar el éxito re-
productivo.
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