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Impacto de Staphylococcus epidermidis en el testiculo murino
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Resumen: El impacto de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) sobre la calidad espermatica es un tema controversial. Se evaluaron
los espermatozoides epididimarios y la histologia testicular en ratones después de una inyeccion intratesticular de S. epidermidis.
Los animales fueron sacrificados a las tres semanas posteriores a la infeccion, los espermatozoides del epididimo fueron analizados
microscopicamente, mientras que los testiculos fueron pesados y procesados histolégicamente. Se observaron cambios en la forma de la
cabeza de los espermatozoides con formas globosas y reduccion del acrosoma, la movilidad espermatica se mantuvo inalterada. En los
testiculos se observo vacuolizacion en el epitelio intratubular, desprendimiento celular moderado e hipertrofia de las células de Leydig. Los
hallazgos en murinos sugieren que S. epidermidis puede alterar la calidad espermatica aun en ausencia de leucocitos seminales, generando
desprendimiento de las células redondas y aumento de las formas espermaticas globosas. Los mecanismos deletéreos son poco conocidos
y podrian estar asociados con estrés oxidativo. El estudio en murinos sugiere que la alteracion de las formas espermaticas y la celularidad
en el semen ameritan un estudio mas amplio de estos aparentes comensales y de las condiciones de cada hospedero, para comprender las
causas de infertilidad masculina que a menudo son idiopaticas.
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Impact of Staphylococcus epidermidis on the murine testicle

Abstract: The impact of coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) on sperm quality is a controversial issue. Epididymal sperm and
testicular histology were evaluated in mice after the intratesticular injection of S. epidermidis. Animals were sacrificed three weeks after
infection and the sperm of the epididymis was analyzed microscopically, while the testes were weighed and processed histologically.
Changes were observed in the shape of the head of the sperm with globe-like forms and acrosome reduction, sperm motility remained
unchanged. In the testicles vacuolization of the intratubular epithelium, moderate cell detachment and hypertrophy of the Leydig cells
were observed. The findings in murine suggest that S. epidermidis can alter the sperm quality even in the absence of seminal leukocytes,
generating detachment of the round cells and increase of globe head sperm forms. The deleterious mechanisms are little known and could
be associated with oxidative stress. This study in murine suggests that alterations of the sperm morphology and cellularity in semen require
a wider study of the apparent commensalism and the conditions of the host, to understand the causes of male infertility that are often
idiopathic.
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Introduccion

Las infecciones del tracto genital masculino son
causa importante de infertilidad y se caracterizan por ser
generalmente asintomaticas y cronicas [1]. Microorganismos
como Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum
y Mycoplasma hominis en el semen de hombres infértiles
se han asociado con alteraciones en los parametros

seminales; mientras que otras especies bacterianas como
Staphylococcus spp. y Streptococcus spp., no han mostrado
mayor grado de impacto en la calidad seminal [2,3]. Enwuru
et al. consideraron que los microorganismos comensales
grampositivos en el semen humano pueden alterar la
morfologia y la movilidad espermatica [4]. De manera
que el impacto de estos microorganismos, aparentemente
saprofitos, sobre los parametros espermaticos es un
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tema controversial, especialmente con las especies de
Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) que son
detectadas frecuentemente en el semen de hombres infértiles
[5-8].

Algunas especies de SCN son parte de la microbiota
del tracto genitourinario y evitan la colonizacién de otras
bacterias nocivas como Staphylococcus aureus; mientras
que en otras condiciones, S. epidermidis puede comportarse
como patdégeno nosocomial, lo que hace interesante el
estudio de estas especies en algunas patologias infecciosas,
que son detectadas con relativa frecuencia en semen de
hombres infértiles (25 a 86%) [5,6,9,10].

El impacto de S. epidermidis en la calidad seminal no
deberia subestimarse, especialmente por su capacidad de
producir una variedad de factores de adherencia, toxinas,
hemolisina, leucocidinas y enterotoxinas, polimeros
superficiales protectores, exoenzimas, agentes citoliticos
y biopeliculas que inhiben los principales mecanismos de
defensa del hospedero, aunque no se observen alteraciones
relevantes en los parametros espermaticos [11-15]. De esta
manera la identificacion y el tratamiento antimicrobiano
serian aportes de interés clinico, especialmente cuando la
especie mas frecuente de los SCN, S. epidermidis, muestra
mayor resistencia a los antibioticos cuando esta asociado a
infeccion [16].

Los estudios en animales de experimentacion han ayudado
acomprender los cambios celulares y tisulares del hospedero
ante la presencia de un agente infeccioso [16-18]. Algunos
estudios han puesto en evidencia que se producen cambios
tisulares luego de la inoculacion de bacterias como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
y S. aureus en testiculos de animales, demostrando lesiones
inflamatorias testiculares; sin embargo, no se destacaron
cambios especificos de la citoarquitectura del testiculo por
infeccion [17-19]. En tal sentido, seria interesante observar
si suspensiones de SCN obtenidas de muestras de semen de
pacientes infértiles normozoospérmicos tienen impacto en
el tracto genital masculino del raton.

El objetivo de este estudio fue evaluar los parametros
espermaticos ¢ histologicos de testiculos de raton después de
haber sido inoculados con una suspension de S. epidermidis.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 12 ratones machos NMRI de 35 dias de
edad, provenientes del bioterio de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Los Andes (ULA), Mérida, de acuerdo
a la Comision de Bioética de la ULA para solicitar el aval
de investigacion y docencia que involucra animales de
laboratorio [20]. El tamafio de la muestra fue determinada
probabilisticamente con el nivel de confianza de 95% y un
valor de p < 0,05% mediante la formula estadistica:

n=[ (1,96)* x 0,7 x 0,3 /(0,36)*]= 6,2 = 6 animales para
cada grupo [21]

S. epidermidis fue aislado del espermocultivo de un
hombre infértil, e identificado por el método convencional
y la galeria API®/32 ID STHAP (bioMérieux, Francia).

El inéculo de S. epidermidis se prepar6 a partir de un
cultivo en caldo Miieller-Hinton (Oxo0id®) incubado a
37 °C durante 6-8 horas; posteriormente se prepard una
suspension en solucion salina fisiologica estéril (0,85%,
SSF) con una turbidez equiparable al patrén 0,5 Mc Farland
[22].

El grupo experimental se inoculé con 0,1 mL de la
suspension bacteriana (1,5x107 UFC/mL) via subcutanea en
la cara ventral de cada testiculo hasta alcanzar el mediastino
testicular. El grupo control se inoculd de manera similar
pero con 0,1 mL de SSF. Durante 3 semanas los animales se
mantuvieron en jaulas de polipropileno a una temperatura
promedio 21 °C + 3 en grupos de seis, alimentados con
ratarina comercial (Protinal®, Caracas, Venezuela) y con
agua esterilizada ad libitum en un ambiente de 12 horas de luz
y 12 horas de oscuridad. Los animales fueron anestesiados
con halotano y posteriormente sacrificados [23]. Los
testiculos fueron removidos, se pesaron y se procesaron
histologicamente en bloques de parafina y se colorearon
con hematoxilina-eosina. Se evaluaron los compartimientos
intratubulares, membrana basal de los tubulos y el espacio
intersticial [23]. Se separaron los epididimos en viales
Eppendorf, de manera que para el epididimo derecho se
determind la concentracion espermatica y de la cauda del
epididimo izquierdo se cuantificaron los espermatozoides/
mL en camara de Neubauer [24]. La morfologia espermatica
se llevd a cabo por el criterio de Dominguez-Odio y col [25]
como se expone en la figura 1.

Los datos obtenidos se analizaron segtin el disefio a través
del Statistical Package for the Social Science (SPSS),
version 17.0 para determinar frecuencias absolutas y
analisis comparativo mediante test de Tukey.

Anormales
Banana

Mormal Amorfo Sin gancho

Cabeza

Figura. 1. Categorias de formas espermaticas del raton. (Autorizada por
Dominguez-Odio y col. 2012).

Resultados y discusion

Al evaluar el peso del raton, luego de transcurrir 3
semanas de la inoculacidén, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los pesos corporales de
ambos grupos de estudio (grupo experimental 32,20 + 1,67
gy grupo control 33,72 &+ 2,49 g). El peso de los testiculos
tanto derecho como izquierdo mostraron un valor muy
parecido entre ambos grupos (0,12 + 0,03g).

Al comparar la concentraciéon espermatica y la
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movilidad no se encontraron cambios significativos, solo
una leve disminucion de la concentracion espermatica
del grupo experimental de 650.000.000 + 222.710.575
espermatozoides/mL vs. el grupo control 799.000.000
+ 176.436.957 espermatozoides/mL. La movilidad
espermatica expresada en porcentaje de progresivos, no
progresivos e inmdviles no mostrd diferencias. No obstante,
el valor absoluto de movilidad no progresiva se presento
mas elevado en el grupo inoculado con S. epidermidis,
pero la dispersion de los valores no permitiéo marcar alguna
diferencia significativa (Tabla 1). Moretti et al. encontraron
que S. epidermidis causaba aumento de la apoptosis en
los espermatozoides y otros cambios ultraestructurales
descendiendo la capacidad fecundante de esos gametos
[26].

Tabla 1. Movilidad de espermatozoides epididimarios

SCN Control
Moviles Progresivos (%) 58,8+11,6 57,4+ 14,8
Moviles No Progresivos (%) 9,5+8,3 74+7,0
Inmoviles (%) 31,7+4,1 352+6,2

Movilidad de espermatozoides en ratones inoculados con SCN (S.
epidermidis) y grupo control p <0,05.

De acuerdo al criterio morfolégico de Dominguez-Odio
y col [25] se demostro que en presencia de S. epidermidis
aumentaron las formas anormales: cabeza amorfa (p=0,0055)
y forma de banana (p=0,0001) asociadas a reduccion de las
formas normales con gancho (p=0,0019). El porcentaje
de cabezas sin gancho fue similar en ambos grupos (p=
0,135) (Tabla 2). La forma de banana representa la pérdida
de la forma elongada con gancho tipica de la morfologia
normal de espermatozoides de raton, tendiendo a ser mas
globosa que elongada. En humanos se ha propuesto una
de las formas anormales caracterizada por cabeza globosa
o globozoospermia; estas formas han sido observadas en
muestras seminales de hombres infértiles con presencia
pura y elevada de SCN, en las cuales se observo aumento
del niimero de células redondas sin leucocitospermia y
predominio de las cabezas globosas; la globozoospermia
del humano se ha asociado con estrés oxidativo que afecta

Tabla 2. Morfologia espermatica de acuerdo al criterio morfolégico de
Dominguez-Odio y col 2012.

SCN Control
Cabeza en forma de gancho 92,1 +£6,5*% 97,8+5,5
Cabezas amorfas 4,7 +6,5*% 1,8 +6,5
Cabeza en forma de banana 1,1 +£0,5* 0
Cabeza sin gancho 2,2+ 1,2% 0,4+0,2

Formas de espermatozoides en ratones infectados con SCN (S. epidermidis)
y en el grupo control *p<0,05.

la estructura del material nuclear del espermatozoide [27].
En las patologias testiculares infecciosas e inflamatorias
del hombre infértil las especies reactivas al oxigeno
(ERO) se han relacionado inversamente con la calidad de
los parametros seminales. No obstante, existe una falta
de consenso sobre el tipo de pacientes que requiera la
valoracion de ERO y sobre la estandarizacion del ensayo,
por lo que su medicion rutinaria en el hombre infértil no
es recomendable aun [28]. Los estudios del impacto de la
infeccion sobre los parametros seminales, en cuanto a la
morfologia espermatica, se refieren exclusivamente a la
reduccion de las formas normales y no a la descripcion
de las formas anormales, siendo una de estas las formas
globosas, las cuales se han relacionado directamente con
la produccion de ERO [29,30]. El impacto negativo de
SCN en el tracto masculino del modelo murino ha podido
ser revertido cuando los ratones fueron tratados oralmente
con antioxidantes (datos no incluidos en este estudio). Los
estudios del efecto favorable de los antioxidantes en las
formas y en la movilidad espermatica han sido observados
en humanos [31,32].

Las diferentes formas espermaticas observadas en las
muestras de ratones infectados se observan en la figura 2
(2a normal, 2b, 2¢ y 2d anormales).
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Figura. 2. Morfologia espermatica del raton. 2a: Cabeza normal con
gancho; 2b: cabeza amorfa; 2¢: cabeza en forma de banana; 2d: cabeza sin
gancho (sin acrosoma). Aumento 1000X con tincion Dift Quick.

Analisis  histopatologico del testiculo: En los cortes
transversales de los testiculos inoculados con S. epidermidis
se observd: vacuolizacion del epitelio intratubular con
desprendimiento de las células germinales (Figura 3b),
megalocitosis y en el intersticio se observo leve hipertrofia
de las células de Leydig. Un detalle importante observado en
las células germinales es la presencia de células anucleadas
(Figura 3d), que puede explicar la presencia de estas
células en mayor proporcion que los leucocitos, generando
aumento en el ntimero de las células redondas como ha sido
reportado [27]. La figura 3a representa un corte transversal
del grupo control.

Los hallazgos demostraron un impacto negativo de S. epi-
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Figura. 3. Cortes trasversales de testiculo de ratén inoculado con S.
epidermidis y control. 3a: Tejido testicular normal 100X; 3b: vacuolizacion
epitelial 100X: 3c: hipertrofia de las células de Leydig a nivel intersticial
400X y 3d: Las flechas sefialan células grandes anucleadas que son
desprendidas en el epitelio 400X. Tincion hematoxilina-eosina.

dermidis en la arquitectura testicular, lo que destaca el papel
de este comensal sobre el tracto genitourinario masculino
[9,10]. La sobreproduccion de ERO podria explicar el dafio
oxidativo en las células espermaticas, pérdida nuclear, me-
galocitosis y liberacion de células redondas asociados al
estrés oxidativo [32]. Se ha propuesto una asociacion en-
tre morfologia anormal de los espermatozoides y el exceso
de ERO en el semen humano, ayudando a comprender la
compleja relacion bioldgica entre la teratozoospermia y el
estrés oxidativo. La presencia de células redondas diferen-
tes a los leucocitos podrian ser indicadores de una infec-
cion seminal subyacente [27,33]. La deteccion de SCN en
muestras seminales durante los procesos de reproduccion
asistida, destaca la importancia de las medidas terapéuticas
y de asepsia preventiva que se deben tomar en estos casos,
tanto en la manipulacion del semen como en la extraccion
de espermatozoides testiculares o epididimarios [15]. Este
tipo de estudio debe ser ampliado, bien sea estandarizando
una técnica de medicion de los productos de estrés oxidati-
vo, o demostrando si los efectos negativos de estas especies
pueden revertir el daio espermatico.

Conclusion

El estudio de infeccion de S. epidermidis, como
representante del grupo de SCN en el testiculo del raton,
demostro el impacto negativo de estas especies microbianas
en las formas espermaticas, en la alta celularidad seminal y,
probablemente, en la fertilidad. La elevada concentracion
de estos microorganismos en el semen humano debe ser
conscientemente analizada y tratada, ya que la mayor causa
de infertilidad masculina es idiopatica.
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